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Les plaquettes jouent un rôle primordial dans le processus d’hémostase. Elles sont générées à 
partir des mégacaryocytes (MK) présents dans la moelle osseuse. En plus des compartiments 
vésiculaires classiques de la voie d’endocytose et de dégradation vers les lysosomes, les 
plaquettes possèdent deux compartiments sécrétoires additionnels, les granules alpha et denses. 
Ces granules sont générés au cours de la maturation des MK à partir des corps multivésiculaires 
(MVB) et contiennent des molécules essentielles aux fonctions plaquettaires. Un défaut dans la 
production ou le remplissage de ces granules est à l’origine de syndromes hémorragiques. Malgré 
des études montrant l’implication de certaines protéines du trafic vésiculaire, les mécanismes 
moléculaires qui contrôlent la biogenèse et la maintenance des granules plaquettaires dans les 
MK, ainsi que les mécanismes de tri des cargos qu’ils contiennent, ne sont pas complètement 
élucidés. Au cours de ces dernières années les phosphoinositides (PI) sont apparus comme des 
acteurs majeurs du trafic vésiculaire en régulant la localisation de nombreuses protéines. 
Cependant, peu de choses sont connues à ce jour quant au rôle de ces lipides dans la biogenèse et 
le trafic des granules plaquettaires dans les MK.  
Au cours de ma thèse, j’ai étudié le rôle d’un des membres de la famille des PI, le 
phosphatidylinositol 5-phosphate (PtdIns5P), ainsi que deux enzymes responsables de sa 
synthèse : la 3-phosphatase MTM1 (mutée dans la myopathie centronucléaire, CNM) et la lipide 
kinase PIKfyve, dans le contrôle de la dynamique des granules. Mes résultats montrent que 
MTM1 est présente dans les MK et les plaquettes et est localisée en partie sur les granules 
denses. Cependant, cette phosphatase n’est pas essentielle pour la production et l’activation 
plaquettaire. En effet, les souris MTM1 KO ne présentent pas de défaut du nombre plaquettaire, 
ni d’agrégation et de sécrétion suite à une stimulation par la thrombine ou le collagène. La mise 
en évidence d’autres membres de la famille des myotubularines dans les plaquettes et les MK 
différenciés pourrait expliquer une redondance de fonction. De façon intéressante, mes données 
montrent que la détection de MTM1 à partir de faible quantité de sang (<100 l) pourrait 
déboucher sur la mise au point d’un test diagnostic rapide pour la détection de la CNM. Mes 
travaux ont été focalisés par la suite sur la kinase PIKfyve. En utilisant la lignée leucémique 
mégacaryoblastique MEG-01 différenciée, je montre pour la première fois que le PtdIns5P est 
localisé dans les compartiments endosomes tardifs ainsi que dans les granules alpha et denses. 
Dans ces cellules, PIKfyve contrôle 75% du PtdIns5P. De façon remarquable, l’inhibition 
pharmacologique de PIKfyve ou son invalidation par siRNA entraine une perte d’identité des 
granules avec la formation de granules élargis, qui présentent à la fois des marqueurs de granules 
denses et alpha et bloque totalement leur mobilité. Ces données ont été confirmées dans des MK 
primaires de souris. L’addition de PtdIns5P exogène sur les MEG-01 restaure le phénotype 
normal des granules. Ceci démontre que PIKfyve, par l’intermédiaire du PtdIns5P, contrôle 
l’intégrité des granules, qui est donc un phénomène actif et les mécanismes de fusion/fission des 
vésicules affectant le tri des cargos. De plus, l’inhibition de PIKfyve dans les plaquettes isolées 
affecte leur agrégation et leur sécrétion, montrant que PIKfyve et le PtdIns5P peuvent agir d’une 
part, lors de la biogénèse des plaquettes dans les MK et d’autre part, dans les mécanismes 
d’activation des plaquettes.  
Dans leur ensemble, mes travaux placent PIKfyve et son produit lipidique, le PtdIns5P, comme 















Platelets play a major role in homeostasis processes. They are generated from megakaryocytes 
(MKs) in the bone marrow. In addition to the classic vesicular compartments of the endocytic and 
degradation pathway toward lysosomes, platelets have two additional specialized secretory 
compartments, the dense and alpha granules. These granules are made during MK maturation 
from multivesicular bodies (MVB) and contain molecules that are essential to platelet functions. 
Defect in the production of these granules or absence of their cargos is the cause of hemorrhagic 
syndromes. Despite many studies showing the implication of vesicle trafficking proteins, the 
molecular mechanisms controlling the biogenesis and maintenance of the granules and cargo 
sorting are not completely understood. In recent years, phosphoinositides (PIs) have emerged as 
key actors in vesicular trafficking playing a role of important spatial regulators of many proteins. 
However, little is known about the role of these lipids in the biogenesis and the trafficking of 
platelet granules in the MK. 
During my thesis, I have studied the role of one the member of the PI family, the 
phosphatidylinositol 5-phosphate (PtdIns5P), and of two enzymes responsible of its synthesis : 
the 3-phosphatase MTM1(mutated in the Centronuclear myopathy, CNM) and the lipid kinase 
PIKfyve, in the control of granules dynamic. My results show that MTM1 is present in MK and 
platelet and that platelet MTM1 localizes in part on dense granules. However, the phosphatase is 
not mandatory for platelet production and activation. Indeed, MTM1 knock-out in mice has no 
effect on platelet count, aggregation and secretion following thrombin or collagen stimulation. 
The detection of other members of the myotubularins family in platelet and differentiated MK 
could explain a redundancy in functions. Interestingly, my data show that MTM1 detection from 
small amount of blood (<100 l) could lead to the development of a rapid diagnostic test for the 
detection of the CNM. The second part of my work was focalized on the lipid kinase PIKfyve. 
Using the differentiated leukemic megakaryoblastic cell line MEG-01 as a cell model, I showed 
for the first time that PtdIns5P is localized on late endosome and on alpha and dense granules. In 
these cells, PIKfyve controls 75% of cellular PtdIns5P. Remarkably, pharmacological inhibition 
of PIKfyve or its invalidation by siRNA leads to a loss of granules identity with the formation of 
enlarged granules containing both alpha and dense granules markers, and totally blocks their 
mobility. These data were also confirmed on mice primary MK. Addition of exogenous PtdIns5P 
on MEG-01 cells restores the normal phenotype of granules showing that PIKfyve, via PtdIns5P, 
controls granules integrity, an active phenomenon, and the fusion/fission mechanisms that affect 
cargos sorting. Furthermore, PIKfyve inhibition in isolated platelet affects their aggregation and 
secretion, showing that PIKfyve and the PtdIns5P may act on the biogenesis of platelets in MK 
and also on the mechanisms that control mature platelets activation.  
In conclusion, my Ph.D. work shows that PIKfyve and its product PtdIns5P are major actors in 
platelet granules maintenance and integrity. 
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EGF: Epidermal growth factor  
EPO : Erythropoietin 
EpoR : Erythropoietin receptor 
ERK : Extracellular signal-regulated 
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Les plaquettes sanguines 
 
  Généralités 
Les plaquettes sanguines sont des cellules anucléées produites par la fragmentation des 
mégacaryocytes (MK). Ces petites cellules de forme discoïde circulent à raison de 
150 000 à 350 000 plaquettes par µl de sang. Lors d’une blessure de la paroi vasculaire, 
elles interagissent très rapidement avec le sous-endothélium et s’activent afin de prévenir 
les saignements. Elles perdent leur forme discoïde et deviennent sphériques en émettant 
de longs filopodes facilitant leur adhérence puis s’étalent et agrègent pour former un clou 
plaquettaire suffisant pour arrêter les saignements des capillaires et de petits vaisseaux  
(Semple et al., 2011). L’étude de la morphologie des plaquettes par microscopie 
électronique a permis de distinguer trois constituants majeurs : i) la membrane plasmique 
avec un système canaliculaire ouvert (OCS), ii) le cytosquelette et iii) les différents 
organites intracellulaires (Thon and Italiano, 2012). L’OCS correspond à des 
invaginations profondes de la membrane plasmique et est en continuité avec la surface 
cellulaire. Il contribue à la captation des éléments externes dans les plaquettes et à la 
libération du contenu des granules lors de leur activation. Ce système sert surtout de 
réservoir membranaire durant le changement de forme des plaquettes (van Nispen tot 
Pannerden et al., 2010). 
La membrane plasmique est soutenue par un cytosquelette très développé, constitué de 
microtubules et de microfilaments d’actine (Thon and Italiano, 2012). Il joue un rôle 
important dans la biologie des plaquettes et plus spécifiquement dans le maintien et le 
changement de forme des plaquettes au cours de l’activation et de l’agrégation. Il 
contribue aussi au relargage du contenu des granules.  
Le cytoplasme des plaquettes contient de nombreux organites, en particulier quelques 
mitochondries, des grains de glycogène, des granules alpha et denses et des lysosomes 
(Figure 1). Lors de l’activation plaquettaire, le contenu des granules est sécrété et un 
certain nombre de protéines spécifiques des granules se retrouvent à la surface des 




Figure 1 : Les compartiments sécrétoires des 
plaquettes : granules alpha (α), granules denses (δ 










  Fonctions plaquettaires 
 L’hémostase est un processus physiologique qui permet de maintenir la fluidité du sang et 
d'empêcher les saignements lors d'une lésion vasculaire. Elle est assurée par deux grands 
systèmes intimement liés; la cascade de coagulation et l’activation plaquettaire. Les 
maladies thrombotiques qui peuvent être considérées comme une déviation pathologique 
de l’hémostase impliquent aussi le système de la coagulation sanguine et l’activation 
plaquettaire. La thrombose est caractérisée par la formation d’un thrombus intravasculaire 
qui peut conduire à l’occlusion partielle ou totale du vaisseau et à des phénomènes 
ischémiques (Engelmann and Massberg, 2013). Dans des conditions physiologiques 
normales, les plaquettes circulent à proximité de l’endothélium sans qu’elles 
n’interagissent durablement avec lui. Ceci est dû aux propriétés anti-thrombotiques de 
l’endothélium sain qui sécrète des molécules antiagrégantes (prostacyclines, NO). Par 
contre, lors d’une lésion vasculaire, les plaquettes adhèrent rapidement aux sites lésés 
pour former un thrombus plaquettaire permettant de prévenir les saignements. Ce 
processus est dépendant de la capacité d’adhésion des plaquettes à la matrice sous-
endothéliale, ainsi qu’à leur faculté à changer de forme rapidement, à s’étaler, sécréter, 




Figure 2 : Images de plaquettes 
humaines. De gauche à droite, 
plaquettes au repos, plaquettes 
partiellement activées et 
plaquettes activées qui 
commencent à s’agréger. (cover 
photo of December 19th, J. 










  Recrutement et activation des plaquettes 
Lors d'une lésion vasculaire, le sous-endothélium riche en fibrilles de collagène, 
fibronectine et laminine est exposé à la circulation sanguine. Le facteur de von Willebrand 
(vWF) circulant interagit alors rapidement avec le collagène et sous l’effet des forces de 
cisaillement imprimées par le flux sanguin, expose son site de haute affinité pour le 
complexe glycoprotéique GPIb/IX/V plaquettaire et plus particulièrement pour la sous-
unité GPIbα de ce complexe. Cette interaction GPIbD/vWF permet aux plaquettes de 
ralentir et de rouler (rolling) sur la surface lésée facilitant ainsi la liaison au collagène via 
l’intégrine α2β1 (GPIa/IIa) et la glycoprotéine GPVI. Les fortes forces de cisaillement 
rencontrées dans le secteur artériel et dans les capillaires jouent un rôle majeur dans le 
recrutement des plaquettes via le vWF et le complexe GPIb/IX/V (Savage et al., 1996). 
D’autres intégrines plaquettaires contribuent à l’adhésion des plaquettes, notamment, 
l’intégrine α5β1 qui lie la fibronectine et l’intégrine α6β1 qui lie la laminine ( Santoro, 
1986; Moroi et al., 1997; Nieswandt and Watson, 2003; Jackson, 2007; Ruggeri, 2009;). 
Lorsqu’elle est activée par un processus de signalisation dit « inside-out » l’intégrine 
αIIbβ3, très exprimée à la surface des plaquettes, lie avec une forte affinité le fibrinogène 
et joue un rôle clé dans l’agrégation plaquettaire (Li et al., 2010). L’intégrine αIIbβ3 
activée est capable d’interagir avec d’autres molécules d’adhésion telles que la 
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thrombospondine, la fibrine et la fibronectine (Ni et al., 2000) et également avec le vWF 
pour contribuer à une adhésion stable des plaquettes (Ruggeri et al., 1982; Hantgan, 1988; 
Kulkarni et al., 2000; Jackson, 2007). 
Lors de leur activation, les plaquettes vont sécréter et produire de nombreux médiateurs 
qui vont permettre l’induction d’une boucle d’amplification de l’activation. Parmi ces 
médiateurs on trouve le thromboxane A2 (TXA2), dérivé de l’acide arachidonique, et 
l’ADP stocké dans les granules denses. Ces agonistes vont agir de façon autocrine et 
paracrine afin d’amplifier l’activation des plaquettes et le recrutement de nouvelles 
plaquettes en engageant des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G 
hétérotrimériques, les P2Y1 et P2Y12 pour l’ADP (Jin et al., 1998; Hollopeter et al., 
2001) et le TPα et TPβ pour le TXA2 (Huang et al., 2004). 
Les plaquettes sont également fortement activées par la thrombine produite par le biais de 
la cascade de la coagulation initiée par l’exposition du facteur tissulaire présent dans les 
couches profondes de la paroi du vaisseau. La thrombine est l’un des agonistes les plus 
puissants des plaquettes et agit par activation de ses récepteurs PAR (protease-activated 
receptors), plus précisément PAR1 et PAR4 chez l’homme, par clivage protéolytique 
(Coughlin, 1999). De plus, la thrombine clive le fibrinogène, permettant sa polymérisation 
en fibrine, ce qui contribue à la stabilisation du thrombus (Kaplan and Jackson, 2011).  
 
Figure 3 : Formation d’un agrégat plaquettaire au site de lésion vasculaire. A) les plaquettes au 
repos circulent dans le sang à proximité de l’endothélium. B) suite à une lésion vasculaire les 
plaquettes interagissent rapidement avec le sous-endothélium, de plus le facteur tissulaire des 
couches profondes de la paroi vasculaire active la cascade de coagulation conduisant à la 
production de thrombine qui est un puissant activateur des plaquettes C) les plaquettes s’activent, 
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subissent un changement de morphologie, produisent des médiateurs d’activation permettant de 
recruter d’autre plaquettes au site de lésion et agrègent. D) sous l’action de la thrombine, le 
fibrinogène est transformé en polymères de fibrine qui consolident le thrombus. (D’après 
Mackman et al., 2007). 
 
  Plaquette et pathologies 
Le rôle clé des plaquettes dans l’hémostase et la thrombose est décrit depuis de 
nombreuses années (Schulze, 1865; Bizzozero, 1882) et de multiples cibles thérapeutiques 
ont été identifiées et exploitées dans le développement de médicaments 
antithrombotiques. Les travaux publiés ces dernières années montrent cependant que le 
rôle des plaquettes ne se confine pas au maintien de l’intégrité vasculaire et à la 
thrombose puisqu’elles jouent un rôle important dans l’inflammation, la dissémination 
cancéreuse, la cicatrisation et la séparation des vaisseaux sanguins et lymphatiques lors du 
développement. J’évoquerai brièvement certaines fonctions physiopathologiques des 
plaquettes. 
 
  Plaquettes et thrombose 
La thrombose se définit par l’occlusion d’un vaisseau sanguin par un caillot. Elle peut être 
attribuée à une coagulation anormale du sang ou une hypercoagulabilité suite par exemple 
à la rupture d'une plaque d'athérosclérose. Une perturbation du flux sanguin, une lésion de 
l’endothélium vasculaire ou une modification dans les composants du sang favorisent la 
thrombose et sont regroupés sous le terme de "triade de Virchow" (Bennett et al., 2009; 
Wolberg et al., 2012). Le processus thrombotique peut affecter les artères et les veines et 
est la principale cause de décès dans le monde (Engelmann and Massberg, 2013). Aux 
Etats-Unis, plus de 2000 patients décèdent chaque jour à cause de la formation d’un 
caillot artériel cérébral ou coronaire provoquant respectivement un accident vasculaire 
cérébral et un infarctus du myocarde (Roger et al., 2011). Les plaquettes jouent un rôle clé 
dans les thromboses artérielles alors que la cascade de coagulation est en première ligne 
dans les thromboses veineuses, bien que les plaquettes interviennent également. Les 
mécanismes d’adhésion des plaquettes sur les vaisseaux endommagés ont été largement 
étudiés et sont à présent assez bien définis (Jackson, 2007; Kaplan and Jackson, 2011; 
Ivanciu and Stalker, 2015).  
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La majorité des thromboses artérielles est déclenchée par fissuration ou rupture d'une 
plaque d’athérosclérose exposant au sang un matériel très thrombogène conduisant à 
l'athérothrombose (Badimon and Vilahur, 2014). L'utilisation de nombreux modèles de 
souris transgéniques et la modélisation de la formation d'un thrombus plaquettaire ex-vivo 
en condition de flux artériel normal ou pathologique ont permis de mieux comprendre 
l'enchainement des réactions moléculaires très complexes qui conduisent à la formation 
d'un thrombus plaquettaire stable. Plusieurs revues générales récentes résument les 
connaissances actuelles ( Jackson, 2011; Cosemans et al., 2013; McFadyen and Jackson, 
2013; Geddings and Mackman, 2014; Wisler and Becker, 2014).  
Les plaquettes sont donc une cible majeure dans la prévention des thromboses artérielles 
et des phénomènes ischémiques qu’elles génèrent. L'aspirine et les antagonistes du 
récepteur P2Y12 de l'ADP sont des médicaments très largement prescrits chez les patients 
à risque de thrombose artérielle (Siddiqui et al., 2013). 
Des études récentes ont montré l’implication de cellules de l’immunité innée dans la 
thrombose artérielle, en particulier les monocytes et les neutrophiles qui ont la capacité 
d'amplifier l’activation plaquettaire et la formation de fibrine (Engelmann and Massberg, 
2013). Les cellules immunitaires jouent notamment un rôle clé dans les thromboses 
associées au cancer, ou à une inflammation forte (Karachaliou et al., 2015; Saghazadeh 
and Rezaei, 2016). 
  Plaquettes et inflammation 
Les plaquettes influencent l’inflammation et la réponse immunitaire innée à plusieurs 
niveaux (Ghasemzadeh and Hosseini, 2013; Huang and Chang, 2012; Semple et al., 
2011). Elles expriment des TLR (toll-like receptors) impliqués dans la réponse 
immunitaire innée et pourraient par ce biais contribuer à la réponse aux infections en 
sécrétant un certain nombre de médiateurs de l’inflammation (Berthet et al., 2010; 
Cognasse et al., 2005). De plus, plusieurs récepteurs à la surface des plaquettes 
reconnaissent des ligands présents sur les monocytes et les neutrophiles, entrainant la 
formation d’agrégats leuco-plaquettaires circulant ( Seizer et al., 2008; Zago et al., 2008; 
Projahn and Koenen, 2012). Les plaquettes activées peuvent sécréter des chimiokines qui 
contribuent au recrutement des monocytes (von Hundelshausen et al., 2001) ou à la 
différenciation des macrophages (Weber, 2005). L’interaction des plaquettes avec les 
neutrophiles via PSGL-1, un ligand de P-sélectine, est très importante pour initier la 
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réponse inflammatoire innée et l’extravasation des neutrophiles (Sreeramkumar et al., 
2014). Les interactions des plaquettes avec les cellules endothéliales lors d’une infection 
conditionnent également la migration des monocytes vers le site d’inflammation (Gawaz 
et al., 2005). Le CD40 ligand (CD40L) qui est produit par les plaquettes induit une 
réponse inflammatoire dans l’endothélium (Henn et al., 1998; Hermann et al., 2001). Le 
CD40L peut en effet pousser les cellules endothéliales à produire des espèces réactives 
d’oxygène (Urbich et al., 2002), et à exprimer des molécules d’adhésion, des chimiokines 
(Henn et al., 1998) et du facteur tissulaire (Slupsky et al., 1998). Contrairement au CD40L 
qui est stocké dans les plaquettes, l’IL-1β est synthétisée lors de l’activation plaquettaire 
(Lindemann et al., 2001). Cette production d’IL-1β est suffisante pour pousser les cellules 
endothéliales à exprimer les gènes impliqués dans l’adhésion des leucocytes (Denis et al., 
2005). L’IL-1β active les cellules endothéliales, ce qui cause une augmentation de la 
sécrétion des chimiokines ainsi qu’une augmentation de l’expression des molécules qui 
provoquent l’adhésion des neutrophiles et des monocytes à l’endothélium (Gawaz et al., 
2005). 
Ainsi, l’implication des plaquettes dans l’inflammation correspond à un processus 
dynamique qui met en jeu différents mécanismes. Il est important de noter que ce 
phénomène est réciproque puisqu’un rôle pléiotropique des leucocytes dans l’hémostase et 
la thrombose, connu sous le terme d’«immunothrombose », a été décrit (Engelmann and 
Massberg, 2013). 
L’importance des relations intimes entre plaquettes et cellules de l’inflammation est 
retrouvée dans plusieurs pathologies (Huang and Chang, 2012), notamment les maladies 
neurodégénératives (Langer et al., 2012), l’athérosclérose (Totani and Evangelista, 2010; 
Fuentes Q et al., 2013; Li, 2013;), le syndrome coronarien aigu (Davì and Patrono, 2007), 
l’arthrite rhumatoïde (Boilard et al., 2012) ou encore le lupus (Boilard et al., 2012). 
 
  Plaquettes et cancers 
L’association entre le nombre de plaquettes et le potentiel métastasique du cancer a été 
rapporté pour la première fois au 19ème siècle (Gasic et al., 1968). Les auteurs avaient 
montré la présence d’une corrélation entre la diminution du nombre de plaquettes et la 
diminution des métastases (Gasic et al., 1968). Expérimentalement, l’induction d’une 
thrombocytopénie, par différentes approches, a aussi été associée à une réduction du 
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nombre de métastases (Karachaliou et al., 2015). A l’inverse une élévation du nombre de 
plaquettes a été associée à la présence de tumeurs métastasiques (Erpenbeck and Schön, 
2010; Karachaliou et al., 2015). Il a été montré que les cellules tumorales circulantes 
peuvent interagir physiquement avec les plaquettes et les activer ce qui favoriserait la 
protection des cellules cancéreuses, notamment en les soustrayant à la surveillance 
immunitaire, et leur extravasation pour coloniser d’autres tissus et former des métastases 
(Nieswandt et al., 1999). Schumacher et al., ont montré que l’ATP sécrété par les 
plaquettes activées suite à leur interaction avec les cellules tumorales entraine l’ouverture 
de la barrière endothéliale via le récepteur P2Y2, favorisant ainsi la migration des cellules 
tumorales vers les tissus (Schumacher et al., 2013). Des études génétiques ont également 
montré que les plaquettes provoquent l’extravasation des cellules cancéreuses de colon et 
du sein par le biais du TGFβ (transforming growth factor β) qu’elles sécrètent et par 
contact direct avec les cellules tumorales (Labelle et al., 2011). Enfin, le facteur de 
croissance VEGF (vascular endothelial growth factor), très présent dans les granules alpha 
et sécrété lors de l’activation plaquettaire, contribue à la néovasculogenèse tumorale en 





  Hématopoïèse 
L’hématopoïèse est l’ensemble des mécanismes impliqués dans la production des diverses 
cellules sanguines à partir des cellules souches hématopoïétiques (HSC). L’hématopoïèse 
est un processus hiérarchique complexe, dans lequel toutes les cellules sanguines sont 
générées à partir d’un nombre limité de HSC (Jordan and Lemischka, 1990; Osawa et al., 
1996). Il s’agit d’un système extrêmement performant et très régulé qui produit par jour 
chez un adulte en bonne santé environ 1011 à 1012 nouvelles cellules sanguines. Les HSC 
donnent naissance aux progéniteurs multipotents qui produiront par la suite les 
précurseurs lymphoïdes et myéloïdes (Figure 4). Le siège de l’hématopoïèse varie au 
cours de la vie puisque l’hématopoïèse embryonnaire est localisée dans le sac vitellin puis 
dans le foie (Baron, 2003) alors que l’hématopoïèse adulte est localisée dans la moelle 
osseuse. Il est admis que les LT-HSC (long-term HSC) sont les véritables cellules souches 
hématopoïétiques qui ont des capacités d’auto-renouvellement importantes et qui 
produisent les ST-HSC (short-term HSC) dont les capacités d’auto-renouvellement sont 
plus limitées et qui produiront les progéniteurs pluripotents. Ces progéniteurs qui perdent 
la capacité d’auto-renouvellement s’engageront, sous l’effet de divers facteurs de 
croissance, vers les précurseurs lymphoïdes et myéloïdes qui in fine produiront les cellules 
sanguines matures. Les précurseurs lymphoïdes produisent les lymphocytes T et B alors 
que les précurseurs myéloïdes donnent naissance aux précurseurs granulocytes-
macrophages qui produiront les granulocytes et les macrophages et aux précurseurs 
mégacaryocytes-érythrocytes qui donneront naissance aux plaquettes et aux globules 
rouges. Dans certaines conditions, les précurseurs mégacaryocyte-érythrocyte peuvent 
directement dériver des HSC sans passer par l’intermédiaire des précurseurs myéloïdes 
(Forsberg et al., 2006). 
L’hématopoïèse est régulée par de nombreux facteurs de croissance solubles ou cytokines 
(IL3, IL6, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, EPO, TPO, etc) qui vont déterminer l’engagement 
dans une lignée et la différenciation qui en résulte par succession d’activation et/ou de 
mise en silence de gènes répondant aux informations reçues par la cellule. Dans ce 
contexte, un grand nombre de facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation 
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de l’hématopoïèse et déterminent le devenir d’une cellule dans sa différenciation. Nombre 
de ces facteurs de transcription sont mutés dans des pathologies hématologiques malignes. 
 
Figure 4 : Représentation schématique simplifiée de l’hématopoïèse. La cellule souche 
hématopoïétique (HSC : hematopoietic stem cell) multipotente, capable d’auto-renouvèlement, 
se différencie en progéniteurs multipotents possédant un haut potentiel prolifératif (HPC) qui 
vont générer les précurseurs myéloïde (CMP : common myeloid progenitor) et lymphoïde 
(CLP : common lymphoid progenitor). Sous l’effet combiné de la niche hématopoïétique et des 
divers facteurs de croissance ces précurseurs vont se différencier pour produire les diverses 
cellules sanguines. 
 
Le microenvironnement joue également un rôle critique dans la régulation de 
l’hématopoïèse. Le maintien du pool de CSH, l’auto-renouvellement et le processus de 
différenciation dépendent des liens avec le microenvironnement qui lui est dédié. Les LT-
HSC, qui sont des cellules quiescentes, se localisent près de l’os à l’interface de la moelle 
osseuse dans la niche ostéoblastique. Les ST-HSC, qui se différencient en progéniteurs, 
sont localisées près des cellules endothéliales des sinusoïdes sanguins médullaires 





Figure 5 : Représentation schématique des HSC dans la moelle osseuse. Dans la moelle 
osseuse on distingue deux types de HSC : i) les LT-HSC (long term hematopoietic stem cell) 
qui sont les cellules qui s’auto-renouvellent lentement et ii) les ST-HSC (short term 
hematopoietic stem cell), qui s’auto-renouvellent plus rapidement. Les LT-HSC se localisent 
préférentiellement dans la niche endostéale à l’interface de la moelle osseuse et de l’os tandis 
que les ST-HSC se rencontrent plus fréquemment dans la niche périvasculaire, près des cellules 
endothéliales des sinusoïdes vasculaires. Les ST-HSC vont proliférer et se différencier pour 
donner les progéniteurs. (D’après Ho et al., 2015). 
 
  Mégacaryopoïèse  
La mégacaryopoièse est un processus de différenciation très régulé qui permet la 
maturation des progéniteurs mégacaryocytaires en mégacaryocytes (MK) plaquettogènes. 
Ce processus permet la formation et le relargage des plaquettes dans le flux sanguin au 
niveau des sinusoïdes médullaires (Battinelli et al., 2007). Durant la maturation, les MK 
augmentent fortement leur taille, fabriquent des granules spécifiques et développent un 
système de membranes très invaginé appelé système de démarcation (DMS) qui sert de 
réservoir membranaire pour la formation des proplaquettes (PPT). 
Lors de la maturation des mégacaryocytes se met en place un processus d’endomitose qui 
conduit à la polyploïdisation des MK (allant de 2N à 64N, voire 128N). Cela est 
accompagné d’un intense remodelage du cytoplasme pour former le DMS puis les PPT. 
Ces dernières vont traverser la barrière endothéliale des sinusoïdes médullaires pour se 
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retrouver dans la circulation sanguine. Une fois dans la circulation, les PPT vont subir des 
phénomènes de fissions pour délivrer les plaquettes dans le flux sanguin (Thon and 
Italiano, 2012) (Figure 6). La mégacaryopoièse est régulée positivement ou négativement 
par des cytokines (en première ligne la thrombopoïétine ou TPO) et par une série de 
facteurs de transcription tels que RUNX (AML1), GATA-1, FOG-1, GF11b, NF-E2, 
MYB ou FLI-1 qui coordonnent l’expression des gènes inhérents à la différenciation des 
MK (Chang et al., 2007).  
Figure 6 : Illustration des étapes de 
différenciation d’un MK en 
plaquette. 1) différenciation des MK 
dans la moelle osseuse sous 
l’influence de la TPO. 2) les MK 
subissent des endomitoses et 
augmentent ainsi leur contenu 
d’ADN de 2N jusqu’à 128N. 3) 
pendant leur maturation, les MK 
développent des invaginations 
membranaires qui sont en continu 
avec la membrane plasmique et qui 
sont appelés membranes de 
démarcation ou DMS. Ce réservoir 
de membrane sert à la formation des 
proplaquettes. 4) les MK migrent 
vers la niche vasculaire où ils 
émettent les proplaquettes dans les 
sinusoïdes médullaires. Le noyau du 
MK est ensuite extrudé et phagocyté. 
5) les proplaquettes sont soumises au 
flux sanguin et produisent des pré-
plaquettes. 6) un évènement de 
fission permet de générer des 
plaquettes à partir d’une pré-




  Régulation de la mégacaryopoïèse 
a) La thrombopoïétine 
La thrombopoïétine (TPO) est une glycoprotéine produite de manière constitutive par le 
foie et le rein qui fonctionne comme une hormone. Sa découverte ainsi que celle de son 
récepteur c-MPL, spécifique aux MK et plaquettes, a révolutionné la biologie des MK et 
des plaquettes. Bien que différentes cytokines et le microenvironnement de la moelle 
osseuse soient impliqués, la TPO est le régulateur majeur du développement et de la 
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croissance des MK à partir des précurseurs (Bartley et al., 1994; Kaushansky, 1994; 
Kaushansky et al., 1994; Lok et al., 1994; de Sauvage et al., 1994; Sohma et al., 1994; 
Wendling et al., 1994). Elle est captée par les plaquettes circulantes et les MK. En 
conséquence, un nombre accru de plaquettes va abaisser la concentration utile circulante 
de TPO entrainant une réduction de la mégacaryopoièse, et inversement. De plus, les 
plaquettes vieillissantes ayant perdu des résidus sialylés à leur surface sont reconnues par 
le récepteur Ashwell-Morell du foie entrainant une production locale de TPO qui 
contribue à renouveler le stock de plaquettes jeunes (Grozovsky et al., 2015).  
 La découverte du rôle clé de la TPO a facilité le développement du système de culture in 
vitro qui permet de reconstituer la différenciation des MK, leur maturation terminale, la 
formation des PPT et la formation des plaquettes (Choi et al., 1995; Cramer et al., 1997; 
Lecine et al., 1998). Des résultats in vitro ont montré que la reconnaissance de la TPO par 
le c-MPL induit la dimérisation du récepteur et l’activation de plusieurs voies de 
signalisation parmi lesquelles les voies de la PI3K/Akt, des MAPK et de ERK1/ERK2 
(Kaushansky, 2005). Malgré l’importance de la TPO pour la différenciation des MK, les 
souris déficientes en TPO ou en c-MPL parviennent à produire des plaquettes en nombre 
très réduit (Choi et al., 1995; Ito et al., 1996; Solar et al., 1998). Cela indique que d’autres 
régulateurs peuvent contribuer à la formation des plaquettes.  
Une étude a montré un rôle de la TPO comme régulateur du développement et de la 
croissance des HSC dans la niche ostéoblastique (Olson et al., 2013). L’expansion des 
HSC est environ 15 fois plus importante chez les souris sauvages que chez les souris 
déficientes en TPO. Après irradiation de la moelle osseuse des souris et transplantation de 
cellules médullaires, il a été démontré que les MK du receveur sont recrutés vers la  niche 
des HSC où ils stimulent leur expansion et facilitent la prise de greffe (Olson et al., 2013). 
Cette migration des MK vers la niche est dépendante de la signalisation de la TPO via son 
récepteur c-MPL. L’inhibition de la migration des MK dépendante de c-MPL conduit à 
une diminution importante de la prise de greffe de cellules souches du donneur (Olson et 
al., 2013). 
Ces études montrent donc que la TPO n’est pas seulement importante pour la prolifération 
et la maturation des MK, mais influence également les HSC et progéniteurs dans la moelle 
osseuse. Des analogues de la TPO, comme le romiplostim et l’eltrombopag, sont 
aujourd’hui utilisés en clinique pour stimuler la production de plaquettes lors de 
23 
 
thrombopénies induites par un purpura thrombocytopénique auto-immun idiopathique 
résistant aux autres traitements. 
Le récepteur c-MPL appartient à la famille des récepteurs de cytokine de type I. Ce 
récepteur ne possède pas d’activité kinase intrinsèque, mais recrute et s’associe 
directement avec la kinase cytoplasmique JAK2 (Janus Kinase 2) pour activer les voies de 
signalisation. L’association JAK2/c-MPL stabilise l’expression du récepteur et augmente 
son trafic vers la membrane (Tong et al., 2006). Des recherches intensives au cours de ces 
deux dernières décennies ont montré l’activation de plusieurs voies de signalisation suite à 
une stimulation par la TPO. En raison des similitudes entre c-MPL et EpoR (récepteur à 
l’érythropoïétine), les premières études se sont focalisées sur la voie JAK/STAT. Les 
kinases JAK2 et TYK2 ont rapidement été identifiées comme des kinases qui s’activent en 
se liant directement à c-MPL activé (Bacon et al., 1995; Drachman et al., 1995). Cette 
voie de signalisation conduit à l’activation de STAT3 et STAT5 (Drachman and 
Kaushansky, 1997; Socolovsky et al., 1999). La TPO induit également la phosphorylation 
et la formation du complexe protéique Shc-Gbr2-SOS, ainsi que l’activation des 
phosphatases SHIP1 et SHPTP-2 et des voies PI3K/AKT (Sattler et al., 1997; Miyakawa 
et al., 2001) et MAPK (Nagata and Todokoro, 1995; Yamada et al., 1995). La TPO active 




















Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes moléculaires induits par la TPO. Suite 
à la fixation du TPO sur son récepteur homodimérique c-MPL, une activation de plusieurs 




b) Régulation par d’autres facteurs de croissance 
Bien que la TPO soit le régulateur physiologique préférentiel de la mégacaryopoièse, 
d’autres facteurs contribuent à la stimulation du développement des MK que ce soit seul 
ou en combinaison avec la TPO (Kaushansky and Drachman, 2002). Parmi ces facteurs, 
on trouve le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor), l’IL-3, l’IL-6, 
l’IL-11, le SCF (stem cell factor), le ligand de FLT-3, le FGF (fibroblast growth factor) et 
l’EPO (érythropoïétine) (Tomer et al., 1987, 1988; Broudy and Kaushansky, 1995; 
Deutsch et al., 1995; Kaushansky, 1995; Bruno et al., 2003). De plus, certains facteurs 
sont connus pour inhiber le développement des MK comme le TGF-β1 (Kuter et al., 
1992), le PF4 et l’IL-4 (Han et al., 1991; Zauli and Catani, 1995).  
 
c) Chemokines et interactions cellulaires 
La mégacaryopoièse requiert des cytokines, des chemokines et une interaction cellulaire 
avec les HSC et la moelle osseuse (Avecilla et al., 2004). Le SDF-1, protéine synthétisée 
par les cellules stromales de la moelle, est un facteur important pour la régulation de la 
mégacaryopoïèse. Le SDF-1 et son récepteur CXCR4 permettent la migration des MK de 
la niche ostéoblastique jusqu’à la niche vasculaire (Niswander et al., 2014). En agissant 
avec le FGF-4, le SDF-1 contribue à la production de plaquettes chez les souris invalidées 
pour la TPO ou c-MPL (Avecilla et al., 2004). 
 
d) Les facteurs de transcriptions 
Le développement du mégacaryocytes est contrôlé par l’action de différents facteurs de 
transcription, qui forment des complexes pour réguler l’organisation de la chromatine 
(Chang et al., 2007). Ceci conduit à l’activation des gènes de la lignée mégacaryocytaire 
et/ou à la suppression des gènes supportant les autres types cellulaires. Plusieurs gènes 
spécifiques des MK sont régulés par les facteurs GATA (Globin transcription factor) et 
FOG (Friend of GATA), l’un des plus importants cofacteurs de GATA-1. GATA-1 régule 
l’expression de gènes spécifiques des MK tels que GPIIB, PF4, GPIbD, E-TG, GPIX et 
GPV. GATA-1 peut interagir avec PU.1 et répresse ainsi la différenciation vers la lignée 
myéloïde dépendante de PU.1. La compétition entre ces deux facteurs jouent un rôle dans 
l'orientation de la différenciation des progéniteurs myéloïdes communs (Nutt et al., 2005; 
Chou et al., 2009). FLI-1 coopère avec GATA-1 et FOG pour activer l’expression de 
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gènes tardifs de la différenciation positive des MK (GPIX, GPIbD, PF4) et réprime 
l’activité de facteurs érythroïdes (Starck et al., 2003). Des mutations de GATA-1 sur le 
site d’interaction avec FOG-1 entrainent une dysérythropoïèse liée à l’X associée à une 
macrothrombocytopénie. Le syndrome de Jacobsen/thrombopénie familiale de Paris-
Trousseau avec granules alpha géants est dû à une délétion du bras long du chromosome 
11 dont le site de cassure est situé dans l'intervalle 11q23.3-24.2 entrainant une 
haploinsuffisance en FLI-1. Chez la souris l’invalidation de GATA-1 est létale alors que 
celle de FLI-1 entraine une thrombopénie modérée accompagnée de défauts de maturation 
des MK.  
RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) ou AML1 (acute myeloid leukemia) joue un 
rôle important dans le développement des MK. La suppression de ce gène provoque une 
thrombopénie marquée (Ichikawa et al., 2004). Des mutations pertes de fonction de 
RUNX1 sont retrouvées dans des thrombopénies familiales avec prédisposition pour 
développer une leucémie myéloïde aiguë.  
Enfin, NF-E2 (nuclear factor erythroid 2) contrôle les étapes de maturation finale des MK 
notamment la formation du DMS et des PPT (Lecine and Shivdasani, 1998; Schulze and 
Shivdasani, 2004). Son invalidation chez la souris provoque une thrombocytopénie 
profonde. 
  Endomitoses 
L’une des caractéristiques du MK mature est d’être une grande cellule avec un gros noyau 
polylobé polyploïde. L’endomitose, processus dépendant de la TPO, conduit le MK à 
devenir polyploïde suite à des réplications de l’ADN sans division cellulaire (Machlus et 
al., 2014). Durant leur cycle cellulaire, les MK passent par un stage de prolifération 2N 
qui est identique aux autres types de cellules hématopoïétiques. Ensuite, le processus 
d’endomitose s’installe et l’ADN s’accumule pouvant atteindre 128N dans une même 
cellule lors de la maturation terminale et de la formation des PPT (Zimmet and Ravid, 
2000). Les mécanismes moléculaires qui régulent le processus d'endomitose sont encore 
incomplètement caractérisés. Brièvement, des études ont montré que la polyploïdie est en 
relation avec le cycle cellulaire et dépend de la dégradation de la cycline B et de l’activité 
réduite de la kinase CDK1 (Datta et al., 1996; Zhang et al., 1996). D’autres travaux ont 
démontré que l’endomitose a lieu à cause d’un défaut dans la cytokinèse où l’anneau 
d’actomyosine, qui génère la force mécanique nécessaire à la séparation de la cellule, ne 
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se forme pas correctement (Chang et al., 2007; Geddis et al., 2007; Lordier et al., 2008). 
En effet, l’anneau contractile contient de la myosine II et de la F-actine générant les forces 
mécaniques nécessaires à la séparation cellulaire. L'inhibition de RhoA et de la ROCK 
kinase contribue au défaut de formation de l'anneau contractile (Lordier et al., 2008). De 
plus, la myosine IIB non musculaire (MYH10) disparait en cours de différenciation 
mégacaryocytaire. RUNX1 est un répresseur de MYH10 et en l’absence de MYH10 un 
taux plus élevé de ploïdie est observé alors que sa surexpression diminue la ploïdie 
(Lordier et al., 2012). MYH10 joue donc un rôle important dans la commutation 
mitose/endomitose. 
Récemment, l’implication de protéines tyrosine phosphatases Shp1 et Shp2 dans 
l’endomitose a été démontrée (Mazharian et al., 2013). En créant des MK n’exprimant 
plus Shp1 et/ou Shp2, les auteurs ont trouvé des défauts d’endomitoses et la ploïdie a 
rarement atteint un stade supérieur à 2-4N (Mazharian et al., 2013). Les MK déficients en 
Shp2 présentent une macrothrombocytopénie due à une réduction de l’expression du 
récepteur à la TPO, MPL, et de la signalisation par les intégrines αIIbβ3. Le blocage de la 
ploïdie dans les MK déficients en Shp1 résulte d’un défaut de sillon de clivage lors de la 
cytokinèse au moment de la transition 2N/4N. La double invalidation Shp1/2 conduit à un 
phénotype plus sévère à cause de la perturbation de multiples voies de signalisation. Ces 
données montrent l’importance de Shp1 et 2 dans la maturation des MK. 
La polyploïdie est un moyen pour les MK de produire un grand nombre de plaquettes en 
augmentant la synthèse protéique et le volume du cytoplasme ainsi que l’efficacité des 
voies métaboliques produisant l’énergie nécessaire à la production intense de plaquettes 
fonctionnelles (Machlus et al., 2014).  
  Le système de membrane de démarcation (DMS) 
La maturation des MK est caractérisée par la formation progressive d’un système de 
membrane élaboré et qui est en continuité avec la membrane plasmique, ce système est 
appelé membrane de démarcation ou DMS. Le DMS dérive de la membrane plasmique et 
reste en contact avec l’environnement extracellulaire, il fonctionne comme un réservoir 
membranaire pour la formation des PPT (Behnke, 1968, 1969). Des travaux réalisés par 
Schulze et al., en 2006, ont montré que la force nécessaire pour l’invagination du DMS 
dépend de l’assemblage des fibres d’actines via la voie WASp/WAVE et implique le 
PtdIns(4,5)P2 (Schulze et al., 2006). Le PtdIns(4,5)P2 s’accumule dans le DMS par 
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l'intermédiaire de la PtdIns5P 4-Kinase α, qui produit le PtdIns(4,5)P2 à partir du 
PtdIns5P. La génération de souris invalidées pour cette kinase conduit à une 
désorganisation des membranes internes dans les MK (Schulze et al., 2006). Une autre 
étude a montré la contribution des forces du cytosquelette dans le développement du DMS 
en se focalisant sur une protéine contenant un domaine F-BAR, CIP4 (Cdc42 interacting 
protein 4) (Chen et al., 2013a). CIP4 fait un pont entre la membrane et le cytosquelette et 
favorise la réorganisation du cytosquelette d’actine qui contribue à la formation du DMS 
(Chen et al., 2013a; Machlus et al., 2014). La réorganisation du cytosquelette se fait grâce 
à l’interaction de CIP4 avec le domaine SH3 (SRC Homology 3) de WASp. En effet, les 
souris KO CIP4 ou WASp ont des phénotypes plaquettaires assez similaires. Elles 
présentent une thrombopénie ainsi que des anomalies de tension corticale, avec une 
dynamique de l’actine altérée. La perte de CIP4 entraine la formation de plaquettes avec 
une rigidité membranaire altérée, un DMS mal formé et une réduction de la formation de 
PPT. La perte de WASp conduit à la génération de plaquettes de petites tailles qui 
semblent être produites en partie dans la moelle osseuse (Haddad et al., 1999; Sabri et al., 
2006; Chen et al., 2013b). Ces données suggèrent donc que CIP4 facilite le remodelage du 
cytosquelette et des membranes participant à la formation du DMS et illustrent 
l'importance de la dynamique des membranes et du cytosquelette du MK dans la 
biogenèse des plaquettes. Notre équipe a récemment montré que le système des filaments 
d'actine et la GTPase Cdc42 jouent un rôle important dans la formation du DMS 
(Antkowiak et al., 2016). 
Une étude récente a clairement démontré que la biogenèse du DMS provient de la 
membrane plasmique (Eckly et al., 2014). En effet, en utilisant la microscopie confocale 
et électronique en 3D sur des MK, Eckly et al., ont mis à jour les différentes étapes de 
formation du DMS. En utilisant comme marqueur membranaire la protéine GPIbβ (sous-
unité du récepteur au vWF), ces auteurs ont observé un pré-DMS dans les MK immatures. 
Cette étude suggère qu’une partie des membranes du DMS est formée à partir du Golgi et 
du réticulum endoplasmique (Eckly et al., 2014). En résumé, il est donc proposé que la 
biogenèse du DMS débute par un point focal de la membrane plasmique à la périphérie 
cellulaire qui s'invagine pour former le pré-DMS qui se développera en DMS grâce à la 
contribution des membranes apportées par le Golgi et le réticulum endoplasmique. 
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  Formation des proplaquettes 
Dans le modèle de fragmentation cytoplasmique des MK proposé il y a plusieurs années, 
le système extensif de membranes internes du cytoplasme des MK, correspondant au 
DMS, subirait des modifications pour former des plaquettes préemballées qui seraient 
libérées lors de la fragmentation du cytoplasme (Yamada, 1957). Si ce modèle peut exister 
dans certaines conditions (Nishimura et al., 2015), l'évolution des technologies de 
microscopie a permis de mettre en évidence un second modèle où les plaquettes sont 
formées dans les MK matures, à partir des PPT, longs prolongements vers les vaisseaux 
sinusoïdes de la moelle osseuse. In vitro, la formation des PPT a été visualisée sur des MK 
humains (Cramer et al., 1997), de cochons d’inde (Leven and Yee, 1987; Tablin et al., 
1990) et de souris (Radley and Haller, 1983; Radley et al., 1987, 1991; An et al., 1994). 
Ces extensions sont générées grâce aux microtubules qui partent du corps cellulaire vers 
les bouts des extensions des PPT puis font un demi-tour et réintègre le corps cellulaire 
(Tablin et al., 1990; Italiano et al., 1999). La formation des PPT débuterait de façon 
polarisée où un pseudopode se forme pour produire un tubule de diamètre compris entre 2 
et 4 µm (Italiano et al., 1999). Ces PPT fonctionnent comme réseau de production des 
plaquettes en formant des bourgeons alignés en tandem sur les prolongements qui 
correspondent au diamètre moyen d’une plaquette sanguine. Le noyau multilobé reste 
dans le corps cellulaire pendant que le reste du MK se transforme en PPT. Une fois que le 
MK s’est transformé en PPT, le noyau est extrudé et phagocyté par les macrophages 
(Gordge, 2005). La formation des PPT a surtout été étudiée in vitro dans des MK de souris 
qui dérivent de cellules souches de foies fœtaux (Italiano et al., 1999; Patel et al., 2005a, 
2005b; Patel-Hett et al., 2008, 2011; Thon et al., 2010, 2012a, 2012b) ou de moelle 
osseuse (Strassel et al., 2012). Cependant, la formation des PPT in vivo a été rapportée 
dans plusieurs études montrant des images et des vidéos de PPT étendues dans les 
vaisseaux sinusoïdes de la moelle osseuse (Becker and De Bruyn, 1976; Behnke, 1969; 
Junt et al., 2007). Sous l'effet du flux sanguin il est proposé que les PPT se convertissent 
en plaquettes et/ou en pré-plaquettes qui ont une forme d'haltère (barbell-shaped 
proplatelets) et qui poursuivront leur division en deux plaquettes dans la circulation 




Les granules des mégacaryocytes et des 
plaquettes 
 
  Généralité 
Le bon fonctionnement des plaquettes est largement conditionné par des facteurs solubles 
qui sont sécrétés par les granules alpha et denses ainsi que par les lysosomes (King and 
Reed, 2002). En effet, les plaquettes stockent de petites molécules dans leurs granules 
denses et plusieurs centaines de protéines différentes dans leurs granules alpha. Les 
granules sont générés dans les MK par des mécanismes encore assez mal connus. Il 
semble qu'ils soient formés à partir de bourgeonnement de vésicules intracellulaires 
contenant des protéines cargo venant du réseau trans-Golgien et des endosomes (Blair and 
Flaumenhaft, 2009) et qui sont délivrés directement aux corps multi-vésiculaires (MVB) 
où un tri protéique est réalisé (Heijnen et al., 1998; Youssefian and Cramer, 2000). Les 
MK vont ensuite "charger" les plaquettes avec le nombre approprié de granules qui seront 
essentiels pour leur fonction. Dans le modèle de formation des plaquettes par 
fragmentation cytoplasmique les organelles et les granules sont emballés dans le corps 
cellulaire du MK (Kosaki, 2005). En revanche, dans le modèle de formation de plaquettes 
à partir des PPT les composants intracellulaires des plaquettes sont adressées du corps 
cellulaire des MK vers les PPT puis les plaquettes. Cette dynamique spatiotemporelle est 
sous le contrôle de protéines qui transportent les organelles tout au long du cytosquelette 
d’actine ou de tubuline vers leur destination finale (Vale, 2003; Mallik and Gross, 2004). 
Ce transport a été étudié notamment par l’équipe d’Italiano par microscopie en temps réel 
(Richardson et al., 2005). La caractérisation de la dynamique des organelles dans les PPT 
a révélé que les granules sont individuellement transportés le long des PPT sur les 
microtubules à une vitesse de 0.1 à 2 µm/min et se déplacent de façon bidirectionnelle 





  Les granules alpha 
Dans les mégacaryocytes matures les granules alpha sont majoritaires et en moyenne dix 
fois plus abondants que les granules denses. C'est également le cas dans les plaquettes où 
ils occupent environ 10% du volume plaquettaire et sont présents à raison de 50 à 80 
granules alpha par plaquette. Ils sont sphériques ou ovales de 200 à 500 nm de diamètre 
(Frojmovic and Milton, 1982).  Ces granules contiennent une grande variété de protéines 
adhésives qui sont importantes pour l’hémostase primaire, comme le facteur de von 
Willebrand (vWF), le fibrinogène, la fibronectine, la vitronectine et la thrombospondine 
(Heijnen and van der Sluijs, 2015). Ces protéines sont importantes pour les propriétés 
adhésives des plaquettes et la formation d’un thrombus stable. Les granules alpha 
contiennent aussi des molécules qui ont une fonction dans la coagulation (facteurs V, XI, 
XIII) et également dans la cicatrisation, l’inflammation et l’angiogenèse (Heijnen and van 
der Sluijs, 2015). Parmi ces molécules, on retrouve le PF4 (platelet factor 4), l’IL-8 
(interleukine 8), le PDGF (platelet derived growth factor), le TGF-β (transforming growth 
factor-β) et le VEGF (vascular endothelial growth factor) (Heijnen and van der Sluijs, 
2015). Le PF4, la β-thromboglobulin (ou CXCL7) et Rantes (ou CCL5) sont les 
chimiokines les plus abondantes dans les granules alpha. Le PF4, CXCL7 et l’IL-8 
sécrétés par les plaquettes activées modulent l’inflammation en recrutant les neutrophiles 
(Labelle et al., 2014). 
Certains constituants des granules alpha plaquettaires, comme le fibrinogène ou 
l'albumine, sont internalisés alors que d'autres sont synthétisés dans le MK puis chargés 
dans les granules (Heijnen and van der Sluijs, 2015). La théorie selon laquelle les granules 
alpha représentent une population homogène d’organelles a été contestée par plusieurs 
groupes. L’équipe d’Italiano a notamment montré que des protéines pro et anti-
angiogéniques sont distribuées différemment dans les granules alpha et sont sécrétées de 
façon différente et indépendante (Italiano et al., 2008). De plus, une tomographie en 
microscopie électronique permettant de visualiser les granules en 3D, a montré la 
présence de différentes classes de granules alpha, les sphériques, les multi-vésiculaires et 
les tubulaires (van Nispen tot Pannerden et al., 2010). 
  Biogenèse des granules alpha 
La genèse des granules alpha débute dans les MK mais leur dynamique se poursuit dans 
les plaquettes circulantes. Ces granules dérivent en partie du bourgeonnement de vésicules 
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contenant des protéines cargo en provenance du TGN (Hegyi et al., 1990) et pour une 
autre partie de la voie d'endocytose (King and Reed, 2002). Plusieurs protéines 
granulaires synthétisées dans le réticulum endoplasmique des MK sont exportées vers le 
Golgi pour subir une maturation et sont ensuite triées au niveau du TGN (Cramer et al., 
1989). D’autres protéines granulaires utilisent l’endocytose. C'est le cas notamment du 
fibrinogène qui est incorporé dans les granules alpha via son récepteur de surface, 
l’intégrine αIIbβ3 (Blair and Flaumenhaft, 2009). Les vésicules qui bourgeonnent du TGN 
ou de la membrane plasmique sont recouvertes de clathrine et sont dirigées vers les corps 
multivésiculaires (MVB) qui correspondraient à un stade intermédiaire dans la production 
des granules (Heijnen et al., 1998) (Figure 8). Des études ont montré que le transport des 
protéines endocytées à la membrane plasmique se poursuit vers les MVB immatures 
(nommé MVB I) puis vers les MVB matures (ou MVB II) et enfin vers les granules alpha 
(Heijnen et al., 1998). Les MVB contiendraient également des vésicules de 30 à 70 nm 
nommées exosomes (Heijnen et al., 1998). Certains exosomes persistent dans les granules 
alpha matures et sont sécrétés après activation plaquettaire (Heijnen et al., 1999). 
L'ensemble de ces travaux suggère fortement que les MVB représentent une étape 
importante dans le développement et la maturation des granules alpha. Cependant, la 
maturation de ces granules se poursuit dans les plaquettes circulantes où l’endocytose, 
depuis la membrane plasmique, continue à les alimenter (Zucker-Franklin, 1981; Behnke, 
1992). Une étude a montré que le taux des protéines endocytées dans les granules alpha 
augmente quand la plaquette vieillit (Heilmann et al., 1994). Ces observations suggèrent 
que le trafic des protéines vers les granules alpha se fait d’une manière constitutive durant 
la vie de la plaquette. 
Les diverses étapes de biogenèse des granules alpha font intervenir de nombreuses 
protéines impliquées dans le trafic. Les plus connues sont la protéine à domaine BEACH, 
NBEAL2 (Neurobeachin-Like 2) et les protéines de trafic vésiculaire VPS33B et 
VPS16B. Ces dernières interviennent dans la biogenèse de la membrane des granules 
alpha (Lo et al., 2005; Urban et al., 2012), tandis que NBEAL2 serait plutôt impliquée 
dans le contrôle du contenu granulaire (Gunay-Aygun et al., 2011). L’identification du 
rôle de ces protéines a été possible grâce à l'étude des anomalies moléculaires 
responsables de maladies rares affectant les granules plaquettaires (Gissen et al., 2004; Lo 
et al., 2005; Albers et al., 2011; Gunay-Aygun et al., 2011; Kahr et al., 2011; Urban et al., 




Figure 8 : Modèle proposé montrant la formation des granules alpha dans les MK. Les granules 
alpha dérivent d’un bourgeonnement du TGN et de l’endocytose à partir de la membrane 
plasmique. Les deux processus sont dépendants de la clathrine. Les vésicules peuvent être 
délivrées aux MVB pour être triées. Les MVB peuvent maturer pour produire les granules alpha. Il 
est aussi possible que les vésicules soient délivrées directement vers les granules alpha. (D’après 
Blair and Flaumenhaft; 2009) 
  Défauts de granules alpha 
Dans la mesure où les granules alpha jouent un rôle majeur dans l'hémostase, la 
cicatrisation, l’inflammation et l’immunité, des granules défectueux peuvent conduire à 
des pathologies chez l’homme. Les deux syndromes, les mieux documentés, liés à un 
défaut des granules alpha sont le syndrome des plaquettes grises (GPS) et l’ARC 
syndrome (Arthrogryposis, renal dysfunction and cholestasis). Deux autres syndromes 




syndrome de Quebec et du syndrome de Paris-Trousseau (Breton-Gorius et al., 1995; 
Veljkovic et al., 2009). 
a) Le syndrome des plaquettes grise (GPS) 
Le GPS est une maladie génétique héréditaire rare (environ 30 cas documentés en France) 
touchant les granules alpha et qui se caractérise par un syndrome hémorragique 
(saignement des muqueuses avec ecchymoses faciales, épistaxis, règles abondantes, 
saignements pendant les actes chirurgicaux), une macrothrombocytopénie et une évolution 
vers une myélofibrose (Albers et al., 2011; Rosa, 2013; Nurden and Nurden, 2015). Les 
examens biologiques montrent des plaquettes qui apparaissent pâles au frottis (Figure 9) 
sans anomalie des autres lignées myéloïdes. L’agrégation plaquettaire induite par la 
thrombine et le collagène est diminuée et un déficit de mobilisation de calcium a 
également été observé (Rosa, 2013). Le diagnostic repose sur la microscopie électronique 
qui montre des plaquettes avec des structures membranaires vides de matériel (ou 
vacuoles) et l'absence de granules alpha. Ces vacuoles possèdent le marqueur de 
membrane alpha-granulaire P-sélectine (CD62p) suggérant que ces vacuoles sont en fait 
équivalentes à des granules alpha vides (Rosa et al., 1987). En effet, chez les patients 
atteints de GPS, la quantité de protéines alpha-granulaires synthétisées de novo par le MK 
est fortement réduite, par contre les constituants endocytés sont moins affectés (Weiss et 
al., 1979; Breton-Gorius et al., 1981; Gunay-Aygun et al., 2011). Ces observations 
suggèrent que les MK de patients atteints de GPS ne parviennent pas à charger les 











Figure 9 : Images de plaquettes témoin et de GPS. A) Frottis de sang total témoin : un amas de 
plaquettes normales est indiqué par les flèches. B) Frottis de sang total d’un patient atteint de 
GPS : un amas de plaquettes de très faible coloration (apparaissant grises) est indiqué par les 




Pendant longtemps l’origine du syndrome est restée inconnue. Néanmoins, une analyse 
classique sur génome entier (genome wide association study) sur quatorze familles a 
identifié une anomalie sur le chromosome 3p21 (Gunay-Aygun et al., 2010). En 2011, 
trois études indépendantes ont appliqué les technologies modernes de séquençage à des 
patients GPS et ont pu identifier des mutations dans le gène NBEAL2 sur le chromosome 
3p21 (Albers et al., 2011; Gunay-Aygun et al., 2011; Kahr et al., 2011). La protéine 
NBEAL2 est un membre de la famille neurobeachin-like qui possède un domaine BEACH 
commun à de nombreuses protéines de trafic vésiculaire (Wang et al., 2002). Dans 
NBEAL2, le domaine BEACH est associé à un domaine PH (pleckstrin homology) 
présent dans de nombreuses protéines, notamment de signalisation, et qui est impliqué 
dans le ciblage membranaire par interaction avec les phosphoinositides (Jogl et al., 2002). 
Des études chez des souris KO pour NBEAL2 ont confirmé le phénotype des patients 
GPS (Deppermann et al., 2013; Kahr et al., 2013). Dans ce modèle la maturation des MK 
est diminuée, peu de granules alpha y sont visualisés suggérant un défaut de leur 
formation. Cependant, d’autres auteurs suggèrent que l’absence de granules alpha dans les 
plaquettes serait dû à leur perte lors des étapes terminales de la différenciation des MK 
(Guerrero et al., 2014). NBEAL2 serait impliquée dans la maintenance des granules alpha 
à des stades tardifs de leur biogenèse. 
b) L’ARC syndrome 
L'ARC syndrome est une maladie autosomale récessive très rare et très grave, caractérisée 
par des défauts de développement et de fonctionnement de plusieurs organes (Bem et al., 
2015; Taha et al., 2007). La majorité des patients atteint du syndrome ARC décèdent dans 
la première année de vie à la suite de complications métaboliques ou de saignements 
(Gissen et al., 2006). Les caractéristiques du syndrome ARC comprennent un défaut de 
granules alpha, une arthrogrypose, une acidose tubulaire rénale, et un ictère néonatal 
cholestatique (Gissen et al., 2006; Taha et al., 2007). Le locus de cette maladie se trouve 
sur le chromosome 5q26.1 (Gissen et al., 2004). Le syndrome ARC est causé par une 
mutation du gène VPS33B (vacuolar protein sorting-associated protein 33B) qui code pour 
une protéine impliquée dans le trafic vésiculaire (Gissen et al., 2004). VPS33B appartient 
à la famille des protéines Sec1/Munc18, qui sont connues pour leur interaction avec les 
récepteurs SNARE (soluble NSF attachment protein). Les protéines SNARE sont 
impliquées dans l’exocytose vésiculaire, la transmission synaptique et la sécrétion en 
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facilitant la fusion des vésicules (Peterson and Emr, 2001). La mutation du gène VPS33B 
empêche la liaison de la protéine mutante avec la protéine SNARE conduisant à une 
accumulation de protéines plasmatiques dans les cellules. Cependant, seulement 75% des 
patient ARC possèdent des mutations sur le gène VPS33B (Gissen et al., 2006; Cullinane 
et al., 2009), ce qui suggère la présence d’autres gènes impliqués dans cette maladie, 
comme le gène VPS16B (ou VIPAR) dont le produit forme un complexe avec VPS33B 
(Figure 10). Urban et al. ont montré que le complexe VPS33B/VPS16B régule le trafic du 
TGN dans des cellules mégacaryocytaires Dami et est important pour la biogenèse des 
granules alpha (Urban et al., 2012).  
Figure 10 : Microscopie électronique 
représentant des plaquettes d’un donneur 
sains et d’un patient ARC (VPS16B 
null). A) Les plaquettes contrôles 
contiennent plusieurs granules alpha 
(flèches blanches) qui sont absents dans les 
plaquettes du patient VPS16Bnull (B). 
(D’après Urban et al., 2012). 
 
 
Des plaquettes déficientes en granules alpha ont été observées pour la première fois chez 
des patients ARC en 1990 (Deal et al., 1990). Ces plaquettes présentent des taux normaux 
d'αIIbβ3 et de GPIb à leur surface mais elles possèdent très peu de granules alpha et un 
nombre élevé de granules denses (Urban et al., 2012). In vitro, l'agrégation des plaquettes 
en réponse aux agonistes physiologiques est peu perturbée mais une diminution de 
l’agrégation en réponse à l’ADP a été observée (Urban et al., 2012). D’autres études chez 
des patients mutés pour VPS33B ont confirmé l’absence de granules alpha dans les 
plaquettes ainsi qu’une déficience dans la biogenèse de ces granules (Lo et al., 2005; 
Gissen et al., 2006; Kim et al., 2010; Urban et al., 2012). Il semble que ces MK ne soient 
pas capables de capturer et stocker les protéines dans les compartiments alpha-granulaires 
(Harrison and Cramer, 1993; Urban et al., 2012). L’expression de VPS33B est décrite 
dans les mégacaryocytes mais pas dans les plaquettes suggérant un rôle dans la biogenèse 
des granules et non pas dans les fonctions de maintenance et de sécrétion des plaquettes 
(Urban et al., 2012).  
Récemment, des souris déficientes en VPS33B ont été générées (Bem et al., 2015). 
Comme avec les patients ARC, ces souris présentent des plaquettes avec un nombre très 
réduit de granules alpha. Pour la première fois, les auteurs ont démontré un contenu 
anormal de protéines dans les MVB des MK, en particulier dans les MVBII dont la 
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maturation semble anormale, conduisant vraisemblablement à une déficience dans la 
production des granules alpha chez les souris déficientes en VPS33B. Ceci suggère que 
VPS33B régule le tri des protéines vers les granules alpha dans le MK. Comme chez des 
patients ARC, les plaquettes des souris déficientes en VPS33B contiennent un taux 
normal de glycoprotéines de surfaces et une agrégation peu perturbée. Ces souris ne 
présentent pas d'hémorragies spontanées comme les patients ARC mais le temps de 
saignement après blessure est élevé comparé aux souris contrôles. Le fait que la 
maturation des MK et la formation des PPT soient normales chez les souris déficientes en 
VPS33B prouve que VPS33B n’est pas impliqué dans le processus d’endomitose, la 
formation du DMS et les étapes terminales de la production plaquettaire. Cette étude, ainsi 
que les études précédentes, montrent que les mutations de VPS33B conduisent à des 
défauts de biogenèse des granules alpha chez l'homme comme chez la souris (Lo et al., 
2005; Urban et al., 2012; Bem et al., 2015). 
 
  Les granules denses 
Les granules denses (ou granules δ) sont un sous type de LRO (lysosome related 
organelle), qui sont trouvés exclusivement dans les plaquettes (Huizing et al., 2008). Ces 
granules sont moins nombreux (3 à 8 par plaquette) et plus petits (100 à 300 nm de 
diamètre) que les granules alpha (Masliah-Planchon et al., 2013). Ils contiennent des 
concentrations élevées de cations, polyphosphates, ADP (0,4 M), ATP (0,6 M) et 
sérotonine (65 mM) (Carty et al., 1981; Holmsen and Weiss, 1979; Ambrosio et al., 
2015). La forte concentration en calcium (2 M) et polyphosphates dans ces granules leur 
donne une apparence opaque en microscopie électronique (McNicol and Israels, 1999). 
Leurs membranes contiennent les marqueurs de lysosomes LAMP2 et CD63 mais pas 
LAMP1 (McNicol and Israels, 1999; Gunay-Aygun et al., 2004). 
Les granules denses jouent un rôle important dans les processus d'hémostase et un défaut 
de biogenèse de ces granules conduit à des syndromes hémorragiques (McNicol and 
Israels, 1999; Huizing et al., 2008; Graham et al., 2009). Malgré leur importance dans 
l’hémostase et la thrombose, la biogenèse des granules denses reste encore peu comprise. 
37 
 
  Biogenèse des granules denses 
Comme les granules alpha, les granules denses sont synthétisés dans les MK où ils se 
forment au niveau des endosomes tardifs et des MVB (Youssefian and Cramer, 2000; 
Ambrosio et al., 2012; Meng et al., 2012). La biogenèse des granules denses semble 
mettre en jeu de nombreuses protéines parmi lesquelles Rab38, AP3 (adaptor protein 
complex 3), LYST (lysosomal trafficking regulator), BLOC (biogenesis of lysosome-
related organelle complexes) et le complexe VPS33A/VPS16A (Suzuki et al., 2003; 
Huizing et al., 2008; Ambrosio et al., 2012). La membrane limitante des granules denses 
semble partager des protéines avec les organelles du système endolysosomal mais possède 
également des protéines spécifiques (Ambrosio et al., 2012). Plusieurs voies de biogenèse 
des granules denses sont décrites. En 2000, Youssefian et Cramer ont montré pour la 
première fois que les granules denses prennent origine dans les MVB (Youssefian and 
Cramer, 2000). En effet, grâce à un marquage de la granulophysine, cette équipe a montré 
que les granules denses sont formés à un stade précoce de la maturation des MK et se 
trouvent avec les granules alpha dans les MVB (Youssefian and Cramer, 2000).  
Une autre étude a montré que les granules denses pouvaient être générés directement à 
partir des endosomes précoces (Huizing et al., 2008; Meng et al., 2012) (Figure 11).  
 
Figure 11 : Modèle de formation des 
granules denses dans les MK. Les 
granules denses sont des LRO qui 
dérivent des endosomes précoces. AP-3 
aide à la formation des vésicules qui 
seront ensuite triées grâce au complexe 
BLOC1, suivi par BLOC2 et BLOC3. 
La maturation du granule permet ainsi 
un stockage adéquat de son contenu. 




Les protéines BLOC sont un groupe de protéines qui contrôlent la formation et le trafic 
des compartiments endosomaux vers les lysosomes (Falcón-Pérez et al., 2002; Di Pietro et 
al., 2004). Plusieurs protéines composant les complexes BLOC-1, 2 et 3 sont retrouvées 
mutées entre autres dans des pathologies liées à une déficience en granules denses et à des 
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défauts de pigmentation dus à des dysfonctions de mélanosomes qui font partie des LRO. 
Au niveau des MK, BLOC-1 est constitué d’au moins huit protéines et semble impliqué 
dans la sortie des protéines cargo des endosomes précoces vers les granules denses 
immatures (Setty et al., 2007). BLOC-2 est formé de 3 protéines et joue un rôle dans la 
maturation des granules denses immatures. Enfin, BLOC-3, est impliqué dans le 
recrutement de Rab38 et Rab32 pour la maturation des granules denses (Ambrosio et al., 
2012; Gerondopoulos et al., 2012) (Figure 12).  
D'autre part, un transporteur de sucre nucléotidique, SLC35D3, est impliqué dans la 
biogenèse des granules denses (Meng et al., 2012). Les souris slc35d3ros/ros, ne possédant 
pas cette protéine, ont une déficience en granules denses, suggérant fortement son 
implication dans la biogenèse de ces granules. SLC35D3 se localise largement dans la 
membrane des endosomes précoces et requiert AP3 et BLOC1 pour fonctionner. Ceci 
suggère que cette protéine régule la biogenèse des granules denses à partir des endosomes 
précoces et qu’une partie des granules denses dérive directement de ces endosomes sans 
passer par le stade MVB (Meng et al., 2012). 
 
Figure 12 : Les complexes impliqués dans la formation des granules denses. Les protéines 
BLOC ont un rôle clé dans la formation des granules denses. BLOC1 contient 8 protéines. 
BLOC2 et BLOC3 sont composés de sous-unités de HPS. AP3 contient 4 sous unités : δ, β3, 
µ1 et σ1. 
 
  Défauts des granules denses 
Les défauts de granules denses peuvent être quantitatifs (diminution de leur nombre) ou 
qualitatifs (incorrectement remplis ou non fonctionnels) et causer un syndrome 
hémorragique généralement modéré mais d'intensité variable (McNicol and Israels, 1999; 
Gunay-Aygun et al., 2004; Masliah-Planchon et al., 2013). Les défauts des granules 
denses correspondent à des maladies congénitales appelées syndrome du pool vide 
pouvant être associé à d'autres pathologies héréditaires comme le syndrome 
d’Hermansky-Pudlak (HPS) ou le syndrome de Chediak-Higashi (CHS). Des défauts de 
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granules denses peuvent aussi apparaitre suite à des hémopathies malignes. La diminution 
de la sécrétion des granules denses conduit à des défauts dans la réponse hémostatique. 
L'agrégation plaquettaire in vitro est réduite en réponse à la majorité des agonistes et la 
seconde vague d'agrégation en réponse à l'ADP et l'adrénaline est absente. La mesure de 
la sécrétion d'ATP par luminométrie et de sérotonine dans le lysat plaquettaire ainsi que la 
quantification de CD63 par cytométrie de flux complètent le diagnostic. On considère que 
le nombre de patients ayant des défauts de granules denses pourrait être sous-estimé, 
notamment chez les patients atteints de syndromes hémorragiques modérés (Nieuwenhuis 
et al., 1987). 
a) Le syndrome d’Hermansky-Pudlak (HPS) 
Le HPS est un syndrome de transmission autosomique récessif qui englobe un groupe 
génétiquement hétérogène de maladies, caractérisées par une diathèse hémorragique, un 
albinisme oculo-cutané qui est parfois associé à des complications graves, telles qu’une 
immunodéficience, une colite granulomateuse et une fibrose pulmonaire (Wei, 2006; 
Huizing et al., 2008; Masliah-Planchon et al., 2013). Ces troubles sont dus à des défauts 
dans les gènes codants pour des protéines impliquées dans la biogenèse et/ou le 
fonctionnement des LRO tels que les gènes BLOC, HPS et AP3. Ces gènes sont au 
nombre de neuf chez l’homme et les mutations de certains de ces gènes peuvent affecter 
plusieurs organites autres que les granules denses des plaquettes comme les mélanosomes 
et les granules des lymphocytes T cytotoxiques. 
Des mutations dans les gènes HPS1 et HPS4, définissant respectivement les sous-types de 
maladies HPS1 et HPS4, causent les formes cliniques les plus sévères d'HPS. Les deux 
protéines HPS1 et HPS4 s’associent pour former le complexe BLOC3 (Figure 12) 
(Martina et al., 2003). Ce complexe régule la biogenèse et/ou la fonction des corps 
lamellaires des pneumocytes ce qui explique les complications pulmonaires chez les sujets 
HPS1 et HPS4. Le sous-type de maladie HPS2 est causé par une mutation du gène 
AP3B1, qui code pour une sous-unité d'AP3 (Feng et al., 1999). AP3 joue un rôle critique 
dans le tri des protéines et la formation de vésicules dont les granules denses 
(Dell’Angelica et al., 1999; Feng et al., 1999).  
Chez la souris 16 locus sont associés avec le HPS, parmi lesquels HPS6. Le gène HPS6 
code pour la protéine HPS6 présente dans le complexe BLOC2 (Zhang et al., 2003; Di 
Pietro et al., 2004). Les patients ayant des mutations sur le gène HPS6 ainsi que les souris 
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KO pour HPS6 sont déficients en granules denses (Figure 13) (Novak et al., 1984; Zhang 
et al., 2003; Huizing et al., 2009). L’absence des granules denses est la cause des 
hémorragies associées au syndrome HPS (Müller et al., 2009). 
 
Figure 13 : Microscopie électronique 
montrant des plaquettes avec des granules 
denses normaux (A) et des plaquettes d’un 
patient HPS montrant l’absence de 
granules denses (B). (Adapté à Huizing et 
al, 2001). 
b) Le syndrome Chediak-Higashi (CHS) 
Le CHS est un syndrome autosomal récessif rare caractérisé par un défaut de granules 
denses associé à une hypopigmentation, des déficits immunologiques et un 
dysfonctionnement neurologique progressif (Masliah-Planchon et al., 2013). Une 
caractéristique frappante du CHS est la présence de granules géantes dans plusieurs types 
cellulaires (LT cytotoxique, NK, mélanosomes…). Il a été démontré qu’une mutation dans 
le gène LYST provoque ce syndrome (Barbosa et al., 1996).  
La souris « beige », modèle de souris CHS, a été une source d’informations importante 
pour caractériser cette pathologie (Barbosa et al., 1996; Perou et al., 1997; Kaplan et al., 
2008). Le CHS résulte de mutations du gène LYST (lysosomal trafficking regulator)/CHS1 
présent sur le locus 1q42.2 et qui code pour une protéine cytoplasmique de 452 kDa 
conduisant à la production de la protéine LYST tronquée. Des mutations dans le gène 
LYST sont identifiées chez 13 patients CHS (Nagle et al., 1996; Barbosa et al., 1997; 
Karim et al., 1997; Certain et al., 2000). La protéine LYST est exprimée de façon 
ubiquitaire, elle contient le domaine BEACH et serait impliquée dans le trafic 
intracellulaire et la genèse des granules denses où elle empêche leur fusion (Nagle et al., 
1996). Ainsi, une mutation dans ce gène conduit à un défaut du trafic des protéines 
intracellulaires qui a pour conséquence entre autres, des défauts de granules denses des 
plaquettes et des granules des leucocytes. Malgré un compte plaquettaire normal, la 
fonction plaquettaire est défectueuse, provoquant les troubles hémorragiques chez ces 
patients. Les patients CHS possèdent les mêmes diathèses que les patients HPS due à 
l’absence de granules denses, cependant certains patients CHS possèdent un nombre 




constituants (ATP, ADP, calcium, sérotonine…) (Apitz-Castro et al., 1985; Huizing et al., 
2001). Des tests d’agrégations faits sur ces patients montrent une absence ou une 
agrégation minimale suite à une stimulation par différents agonistes (Buchanan and 
Handin, 1976; Apitz-Castro et al., 1985; Huizing et al., 2001). En plus d’un  défaut de 
stockage dans les granules denses, les plaquettes des patients CHS possèdent des granules 
ayant une forme géante (Parmley et al., 1979; White, 1978) (Figure 14). 
 
Figure 14 : Microscopie électronique montrant des plaquettes d’un patient 
CHS. Les plaquettes CHS ne possèdent pas ou très peu de granules denses 





  Les mécanismes de libération des granules 
L’exocytose du contenu des granules plaquettaires se produit par des mécanismes 
semblables à ceux utilisés par d’autres cellules sécrétrices comme les neurones. 
L’exocytose implique une réorganisation du cytosquelette, le mouvement des granules 
vers la membrane plasmique, une fusion entre la membrane plasmique et la membrane des 
granules et la libération du contenu intracellulaire (Burgoyne and Morgan, 2003; 
Flaumenhaft et al., 2005). Cette fusion, initiée et régulée par l’activation de récepteurs de 
surface (Figure 15), fait intervenir différents membres de la famille SNARE (soluble N-
ethyl-maleimide sensitive factor attachement protein receptor). De façon schématique, 
l'interaction entre v-SNARE (vesicle SNARE), présente sur la vésicule et t-SNARE 
(target SNARE), présente sur la membrane plasmique, conduit à la formation d'un 
complexe appelé trans-SNARE qui déclenche la fusion des vésicules avec les membranes 
cibles. Les protéines SNARE sont un groupe de molécules provenant de trois 
superfamilles de gènes qui codent pour les protéines syntaxins, VAMP et SNAP (Heijnen 
and van der Sluijs, 2015). Toutes les protéines SNARE contiennent un domaine d’environ 
60 acides aminés (SNARE motif) qui leur permet de former des complexes oligomériques 
serrés et stables permettant la fusion membranaire (Heijnen and van der Sluijs, 2015). 
L’interaction des SNARE est également réglée par un certain nombre de protéines comme 
les sec1/munc18-2, les munc13-4 et les Rab GTPases, en particulier Rab27b 





Figure 15 : Schéma montrant l’exocytose des granules. Les v-SNARE et t-SNARE se 
trouvent sur les membranes opposées. A) en réponse à un stimulus les granules s’approchent 
de la membrane cible et les domaines SNARE s’associent. B) un changement de forme dans 
les domaines SNARE rapproche les membranes (C) ce qui leur permet (D) de franchir la 
barrière d’énergie provoquant ainsi la fusion des membranes et la libération des contenus 
granulaires. (D’après Golebiewska and Poole, 2013). 
 
 
La caractérisation des SNARE dans les plaquettes a été rapportée pour la première fois par 
Lemons et al, en 1997 (Lemons et al., 1997). Depuis, les mécanismes de sécrétion des 
granules plaquettaires ont été étudiés. Il semble que le répertoire de SNARE présent dans 
les plaquettes soit limité et inclus les v-SNARE : VAMP-2 (vesicle associated membrane 
protein), VAMP-3, VAMP-7, VAMP-8, SNAP-23, SNAP-29 et les t-SNARE : syntaxin-2 
(STX-2), STX-4, STX-7, et STX-11(Ren et al., 2008). La principale t-SNARE des 
plaquettes est STX-11 qui se lie à VAMP-8 (Marks, 2012). Des sous-types de maladie 
auto-immune FHL (familial hemophagocytic lymphohistiocytosis) sont liées à des défauts 
de sécrétion des granules denses et alpha simultanément à cause de mutations des gènes 
Munc13-4, STX11 et Munc18-2 (zur Stadt et al., 2005, 2009; Murata et al., 2011; Al 
Hawas et al., 2012; Ye et al., 2012). Les études chez ces patients ont permis de montrer 
que les protéines sec1/munc18-2, les munc13-4 et les Rab27b, qui s’associent aux 
SNARE, jouent aussi un rôle important dans l’exocytose des granules (Figure 16). Ces 
protéines sont considérées comme des chaperonnes de SNARE et forment avec les 







Figure 16 : Modèle montrant la sécrétion des granules plaquettaires. Un complexe SNARE se 
forme : VAMP8 avec VAMP2 et VAMP3 (bleu) se lient à STX11 (vert) et SNAP23 de la 
membrane plasmique. MUNC13-4 et MUNC18-2 (violet) ainsi que Rab27 (orange) sont aussi 
essentiel à la sécrétion. (D’après Golebiewska and Poole, 2013). 
 
Les patients FHL ou les souris VAMP-8 KO possèdent des plaquettes dont l’exocytose 
des granules denses et alpha est fortement diminuée, cependant elle n’est pas totalement 
inhibée (Shirakawa et al., 2004; Graham et al., 2009; Ren et al., 2010). Ceci suggère la 
présence de protéines redondantes qui permettent la mise en place de mécanismes de 
compensation. Dans le cas d’une déficience de VAMP-8, VAMP-2 et VAMP-3 peuvent 
par exemple prendre le relais et permettent la sécrétion des granules (Ren et al., 2007; 






  Introduction générale 
Les phosphoinositides (PI) sont des phospholipides membranaires considérés comme 
composants essentiels des membranes cellulaires des eucaryotes. Ces dérivés 
phosphorylés du phosphatidylinositol (PtdIns) font partie des glycérophospholipides et 
sont composés d’une molécule de glycérol estérifiée par deux acides gras et d’un 
groupement phosphate lui-même lié à une molécule de myo-D-inositol. Les acides gras 
majoritaires des PI sont l’acide stéarique (C18:0) et l’acide arachidonique (C20:4), 
respectivement en position 1 et 2 du squelette glycérol (Balla, 2013). Les différents PI 
sont générés par la phosphorylation, de manière réversible, du noyau inositol par des 
kinases et des phosphatases spécifiques. La phosphorylation a lieu sur les groupements 
hydroxyles (-OH) des atomes de carbone en position 3, 4 et 5. La combinaison de ces 
phosphorylations donne naissance aux sept PI. Au côté du PtdIns qui n’est pas 
phosphorylé et qui est très largement majoritaire, nous trouvons les phosphatidylinositol 
monophosphates : le phosphatidylinositol 3-monophosphate (PtdIns3P),  le 
phosphatidylinositol 4-monophosphate (PtdIns4P) et le phosphatidylinositol 5-
monophosphate (PtdIns5P) ; les phosphatidylinositol bisphosphates : le 
phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P2), le phosphatidylinositol 3,5-
bisphosphate (PtdIns(3,5)P2) et le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) ; 
et le phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) (Figure 17). La quantité 
basale de ces PI a été mesurée par des approches de biochimie et présente des variations 
significatives en fonction des types cellulaires (Nasuhoglu et al., 2002; Wenk et al., 2003).  
De façon globale, les PI représentent 10 à 20% des phospholipides totaux. Le PtdIns est le 
plus abondant et représente 5 à 8% des phospholipides totaux, les PtdIns4P et les 
PtdIns(4,5)P2 représentent 0.2 à 1% tandis que les autres PI sont présents dans la cellule 






Figure 17 : Famille des phosphoinositides (d’après Hawkins et al ; 2006) 
 
Les PI, en interagissant spécifiquement avec des protéines, organisent de manière spatio-
temporelle des complexes protéiques impliqués dans le contrôle de la signalisation 
intracellulaire, du trafic vésiculaire, de l’apoptose, et de la dynamique du cytosquelette. 
Un ensemble de kinases et phosphatases spécifiques assure la production et l’inter-
conversion de ces PI, dont le métabolisme est finement régulé. L'implication directe de 
ces enzymes dans des maladies génétiques, le cancer ou les maladies infectieuses, ainsi 
que l'arrivée récente d’inhibiteurs ciblant certaines PI kinases en clinique, souligne 
l'importance de ces lipides et de leur métabolisme dans le domaine biomédical. Le rôle 
des phosphoinositides dans l’organisation spatiotemporelle de la dynamique cellulaire est 
traité dans la revue générale intégrée en annexe (Viaud, Mansour et al., 2015). Je décrirai 
ensuite plus spécifiquement les enzymes impliquées dans le métabolisme du PtdIns5P en 
particulier les phosphoinositides 3-phosphatases de la famille des myotubularines, la PIP 
kinase de classe III et PIKfyve ainsi que les phosphoinositides PtdIns3P, PtdIns(3,5)P2 et 
surtout PtdIns5P.  
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  Les enzymes du métabolisme du PtdIns5P 
Il existe trois voies potentielles conduisant à la production du PtdIns5P i) par 
phosphorylation directe du PtdIns par PIKfyve, ii) par la voie 
PtdIns3P/PtdIns(3,5)P2/PtdIns5P qui fait appel à l’action concerté de PIKfyve et des 
phosphatases de la famille des myotubularines ou iii) par la voie de déphosphorylation du 
PtdIns(4,5)P2 en PtdIns5P par une PtdIns(4,5)P2 4-phosphatase que je ne développerai pas 
dans cette revue. 
  Les phosphoinositide 3-phosphatases  
Les PI 3-phosphatases sont des enzymes qui hydrolysent spécifiquement un groupement 
phosphate en position 3 de l'inositol des phosphoinositides (Blero et al., 2007). Elles sont 
divisées en 2 groupes principaux dont le premier contient PTEN (Phosphatases et Tensin 
homolog deleted on chromosome 10) et le deuxième les myotubularines. Le gène PTEN 
est un gène suppresseur de tumeur (Li et al., 1997) et la protéine PTEN déphosphoryle en 
position 3 de l'inositol le second messager PtdIns(3,4,5)P3 qui est son substrat préférentiel 
(McConnachie et al., 2003). 
La famille des myotubularines (MTM) inclut quinze membres (si on inclut MTMR14 ou 
Jumpy dont le classement dans la famille des myotubularines reste discuté) dont neuf 
possèdent une activité 3-phosphatase sélectivement ciblée sur le PtdIns3P et le 
PtdIns(3,5)P2 (MTM1, MTMR1, MTMR2, MTMR3, MTMR4, MTMR6, MTMR7, 
MTMR8 et MTMR14) (Kerk and Moorhead, 2010). Les six autres membres (MTMR5, 
MTMR9, MTMR10, MTMR11, MTMR12 et MTMR13) sont inactifs et s’associent 
souvent aux MTM actives pour les réguler. En plus de leur domaine catalytique, ces 
protéines contiennent plusieurs motifs de liaison à des protéines et à des lipides comme les 
domaines PH-GRAM et FYVE (Doerks et al., 2000; Lorenzo et al., 2005). 
En dépit d’une expression ubiquitaire, certaines myotubularines sont spécifiquement 
impliquées dans des maladies génétiques neuromusculaires. Des mutations dans le gène 
MTM1 sont retrouvées chez approximativement 90% des patients ayant une myopathie 
congénitale sévère dite myopathie myotubulaire/centronucléaire, XLCNM (X-linked 
CentroNuclear Myopathy) (Laporte et al., 1996, 2000; Billcliff and Lowe, 2014). La 
plupart de ces patients ont une espérance de vie de quelques années et décèdent suite à un 
arrêt respiratoire dû à une hypotonie et une atrophie musculaire sévère et progressive.  
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MTMR2, est impliqué dans la myélinisation des nerfs périphériques (Simons and Trotter, 
2007). Une mutation de MTMR2 ou de son partenaire inactif MTMR13 induit deux 
formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) de type 4B1 et 4B2, respectivement. 
Cette neuropathie dégénérescente affecte la gaine de myéline du système nerveux 
périphérique (Bolino et al., 2000; Berger et al., 2002; Senderek et al., 2003).  
Il a été montré que certaines myotubularines jouent un rôle dans la régulation du trafic 
vésiculaire et également dans la macroautophagie (Vergne and Deretic, 2010; Dall’Armi 
et al., 2013). Le rôle des myotubularines dans l’autophagie serait dû au contrôle du taux 
de PtdIns3P, un lipide nécessaire à la genèse de l’autophagosome. Cependant, d’autres 
investigations sont nécessaires pour conforter cette hypothèse in vivo.  
 
  La PIP 5-kinase de type III : PIKfyve  
PIKfyve est le produit d’un gène unique et hautement conservé au cours de l’évolution. Cette 
lipide kinase de haut poids moléculaire (235 kDa) est l’homologue de Fab1 chez S. cerevisiae 
qui est décrite pour produire du PtdIns(3,5)P2 in vitro et in vivo. PIKfyve appartient à la 
famille des PIP 5-kinase de type III qui sont capables de phosphoryler le PtdIns et le PtdIns3P 
en position 5 produisant respectivement du PtdIns5P et du PtdIns(3,5)P2 (Sbrissa et al., 1999). 
Le rôle de cette kinase dans les mégacaryocytes et les plaquettes est très mal connu mais il a 
été montré dans divers modèles cellulaires qu'elle contrôle différentes fonctions, en particulier 
le trafic vésiculaire et l’homéostasie des vésicules intracellulaires. Le rôle de PIKfyve a été 
décortiqué grâce à l'utilisation d'inhibiteurs (curcumine, YM201636, apilimod) et de modèles 
de souris génétiquement modifiées. Chez la souris, le gène codant pour mPIKfyve se situe sur 
le chromosome 1 et contient 42 exons. Ce gène possède trois variants protéiques qui sont 
issus d’un épissage alternatif. Ces variants diffèrent par la présence ou l’absence de l’exon 4 
ou 12’. Bien que cette protéine soit majoritaire dans le tissu adipeux et le muscle, elle est 
présente de façon ubiquitaire dans les cellules et les tissus (Shisheva et al., 1999). Chez 
l’homme, le gène codant pour PIKfyve se situe sur le chromosome 2 en position 2q3 et est 
composé de 41 exons (Shisheva, 2008). La protéine possède plusieurs domaines conservés 
(Figure 18). Le domaine FYVE situé en N-terminal permet la localisation de PIKfyve sur les 







Figure 18 : Représentation schématique de PIKfyve et des divers domaines qui la composent 
 
a) Localisation de PIKfyve 
Des données obtenues après fractionnement cellulaire sur les adipocytes 3T3-L1 ou sur 
des cellules de chromaffines, indiquent la présence de plusieurs pools endogènes de 
PIKfyve (Shisheva et al., 2001; Osborne et al., 2008). D’après une étude faite en 2001 par 
Shisheva et al., PIKfyve endogène est présente à 76% dans le cytosol, 20% dans les 
endomembranes et 4% à la membrane plasmique (Shisheva et al., 2001). Dans ces 
cellules, PIKfyve présente une localisation vésiculaire, cependant, la caractérisation de ces 
vésicules n’avait pas été réalisée. L’expression ectopique de PIKfyve a permis de définir 
les compartiments riches en PIKfyve par microscopie à fluorescence et montre que cette 
kinase possède une distribution vésiculaire et ponctiforme (Ikonomov et al., 2001, 2006; 
Cabezas et al., 2006; Rutherford et al., 2006). Sur certaines cellules, l’expression 
ectopique de PIKfyveWT montre une colocalisation partielle avec les endosomes tardifs et 
le TGN (Griffiths et al., 1990; Rohn et al., 2000). Dans d’autres types cellulaires, PIKfyve 
exprimée de façon ectopique se trouve sur les endosomes précoces riches en EEA1 
(Cabezas et al., 2006; Rutherford et al., 2006). Il semblerait que PIKfyve soit recrutée aux 
endosomes précoces de façon dépendante du PtdIns3P qui interagit avec son domaine 
FYVE puis transforme le PtdIns3P en PtdIns(3,5)P2 (Ikonomov et al., 2006). PIKfyve se 
retrouverait ensuite sur les endosomes tardifs et le TGN et dans le cytosol. Les différences 
de niveau d’expression et de localisation de PIKfyveWT observées dans différents types 
cellulaires pourraient être en relation avec son activité enzymatique qui régule la balance 
entre le PtdIns3P et le PtdIns(3,5)P2 et phosphoryle le PtdIns en PtdIns5P (Sbrissa et al., 
2002a; Rutherford et al., 2006). 
b) Activités de PIKfyve 
PIKfyve est une lipide kinase capable de phosphoryler spécifiquement le PtdIns et le 
PtdIns3P en position 5 du noyau inositol (Sbrissa et al., 1999). Ainsi, une surexpression 
de PIKfyve dans différents types cellulaires de mammifères augmente le taux de 
PtdIns(3,5)P2, tandis qu’une abolition de PIKfyve par siRNA ou par dominant négatif 
PIKfyveK1831E diminue son taux (Ikonomov et al., 2001; Sbrissa and Shisheva, 2005; 
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Sbrissa et al., 2007). Dans la levure la synthèse de PtdIns(3,5)P2 à partir du PtdIns3P par 
Fab1, l'orthologue de PIKfyve, a été montrée en 1997 (Dove et al., 1997; Whiteford et al., 
1997). Chez les mammifères, le fait que PIKfyve intervient dans cette synthèse ne fut 
clairement démontrée qu’en 1999 lors de l’identification de cette enzyme (Shisheva et al., 
1999) et la caractérisation de son activité lipide kinase in vitro (McEwen et al., 1999; 
Sbrissa et al., 1999). Des données obtenues par des techniques d'analyse HPLC ont aussi 
confirmé l’implication de PIKfyve dans la biosynthèse du PtdIns(3,5)P2 à partir du 
PtdIns3P après expression ectopique de PIKfyveWT (Ikonomov et al., 2001). Il est 
cependant difficile de quantifier le PtdIns(3,5)P2 car ce lipide est présent en faible quantité 
dans les cellules de mammifères (Sbrissa and Shisheva, 2005). 
Plusieurs travaux suggèrent que PIKfyve est responsable de la biosynthèse du PtdIns5P 
dans les cellules de mammifères. PIKfyve est capable de synthétiser du PtdIns5P in vitro à 
partir de PtdIns et sa surexpression dans des cellules de mammifères augmente le taux de 
PtdIns5P (Sbrissa et al., 1999, 2002b). La déplétion de la protéine PIKfyve par siRNA ou 
l’inhibition de son activité par la curcumine provoque une baisse du PtdIns5P (Coronas et 
al., 2008). Une autre étude, basée sur la quantification par HPLC des PI dans des 
fibroblastes de souris, a mis en évidence l’implication de PIKfyve dans la production du 
PtdIns5P. Cette étude montre que le taux de PtdIns5P diminue de 40% dans les souris 
hétérozygotes PIKfyveWT/KO (Ikonomov et al., 2011). De plus, chez les souris déficientes 
en ArPIKfyve, un régulateur de l’activité de PIKfyve, une diminution du taux de PtdIns5P 
ainsi que du PtdIns(3,5)P2 a été mesurée (Zhang et al., 2007). Enfin, l’inhibition de 
PIKfyve par un inhibiteur pharmacologique, le YM201636, diminue la biosynthèse du 
PtdIns5P ainsi que celle du PtdIns(3,5)P2. Il est toutefois intéressant de noter qu'à une 
dose de 160 nM, l’YM201636 entraine une diminution de la production du PtdIns5P deux 
fois plus importante que celle du PtdIns(3,5)P2 (Sbrissa et al., 2012). Cependant, la 
production du PtdIns5P par PIKfyve pourrait en fait être indirecte. En effet, il est possible 
que PIKfyve puisse préférentiellement produire du PtdIns(3,5)P2 qui serait ensuite 
déphosphorylé en PtdIns5P par les 3-phosphatases de la famille des myotubularines 
(Walker et al., 2001; Tronchère et al., 2004; Michell et al., 2006). 
Outre son activité lipide kinase, PIKfyve possède une activité protéine kinase encore assez 
mal caractérisée. La première étude rapportant cette activité, a montré la capacité de 
PIKfyve à s’autophosphoryler (Sbrissa et al., 2000). PIKfyve peut aussi phosphoryler 
plusieurs substrats protéiques in vitro, parmi lesquels le facteur de transport p40 de Rab9 
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qui s’associe à PIKfyve (Ikonomov et al., 2003a). Comme Sac3/FIG4 et ArPIKfyve qui 
s’associent à PIKfyve sont phosphorylées dans les cellules quiescentes (Ikonomov et al., 
2009a), ces deux protéines ont été proposées comme des substrats protéiques potentiels de 
PIKfyve.  
Dans un contexte cellulaire, il semblerait que l'activité lipide kinase de PIKfyve soit 
régulée par l'activité protéine kinase de cette enzyme. En effet, il a été démontré in vitro 
que l’autophosphorylation de PIKfyve inhibe son activité lipide kinase (Sbrissa et al., 
2000). 
c) Interaction avec des partenaires 
PtdIns3P 
Le domaine FYVE de PIKfyve lie le PtdIns3P comme démontré in vitro par des tests de 
liaisons aux liposomes (Sbrissa et al., 2002a). Un traitement à la wortmannine, un 
inhibiteur non spécifique des PI3K, qui diminue le taux de PtdIns3P, ainsi qu’une 
mutation ponctuelle du domaine FYVE de PIKfyve entraine la perte de la localisation 
vésiculaire de PIKfyve dans plusieurs types cellulaires (Sbrissa et al., 2002a; Berwick et 
al., 2004; Ikonomov et al., 2006; Rutherford et al., 2006). 
ArPIKfyve/sac3 
ArPIKfyve (Associated Regulator of PIKfyve) est une protéine codée par le gène VAC14 
et est conservée au cours de l’évolution. Cette protéine s’associe à PIKfyve et régule la 
production de PtdIns(3,5)P2 et de PtdIns5P (Sbrissa et al., 2004a; Sbrissa and Shisheva, 
2005; Shisheva et al., 2015). Une étude montre, dans des souris KO pour ArPIKfyve, une 
diminution des taux de PtdIns(3,5)P2 et de PtdIns5P ainsi qu’une augmentation du taux de 
PtdIns3P (Zhang et al., 2007), confirmant son implication dans le contrôle de l’activité 
catalytique de PIKfyve. ArPIKfyve se lie à PIKfyve et à la phosphatase Sac3/FIG4 pour 
former un complexe PAS (PIKfyve-ArPIKfyve-Sac3) stable qui régule l’activité de 
PIKfyve (Sbrissa et al., 2007, 2008). Sac3/FIG4 appartient à la famille des protéines à 
domaine SAC qui possède une activité PI phosphatase. Elle hydrolyse in vitro les PI en 
position 3,4 ou 5 du noyau inositol (Blagoveshchenskaya and Mayinger, 2009; Majerus 
and York, 2009). Cependant, in vivo Sac3/FIG4 serait plutot une PI 5-phosphatase qui 




P40 effecteur de Rab9 et l’adaptateur JLPL 
PIKfyve interagit avec la protéine p40, qui elle-même va lier Rab9. Ce complexe va 
interagir avec l’adaptateur de la kinésine JLP et vont lier par ce fait PIKfyve aux 
microtubules. Ce complexe serait impliqué dans le transport des endosomes vers le réseau 
Trans Golgi (Ikonomov et al., 2003a, 2009b).  
La PI3K de classe IA  
Une interaction entre PIKfyve et la sous-unité p85 de la PI3K de classe IA a été mise en 
évidence par co-immunoprécipitation sur les adipocytes 3T3-L1 (Sbrissa et al., 2001). En 
réponse à l’insuline, cette interaction entraine une augmentation de l'activé d'une PI3-
kinase de classe I dans des immunoprécipités de PIKfyve. Cependant, il existe peu de 
données sur la signification fonctionnelle d'une telle interaction. 
Le récepteur à l’EGF  
Une interaction entre PIKfyve et l’EGFR a été identifiée par spectrométrie en masse dans 
des cellules cancéreuses humaines (Kim et al., 2007). Cette association est augmentée 
d’un facteur dix après stimulation de l’EGFR par le facteur de croissance HB-EGF 
(heparin-binding EGF-like growth factor). Dans ce modèle, une fraction de l’EGFR serait 
transloquée dans le noyau d’une façon dépendante de l’activité de PIKfyve. 
Cav1.2 
Cav1.2 est un canal calcique qui joue un rôle important dans le cerveau (Tsien et al., 
1991). PIKfyve a été récemment identifiée comme un partenaire de Cav1.2 dans une 
analyse par spectrométrie de masse de protéines co-immunoprécipitées avec Cav1.2 dans 
les neuroblastomes (Tsuruta et al., 2009). Le site d'interaction avec PIKfyve a été identifié 
dans la partie C-terminale du canal. En se liant à Cav1.2, PIKfyve régule son 
internalisation et sa dégradation (Tsuruta et al., 2009). 
NPM-ALK 
Notre équipe a observé des niveaux élevés de PtdIns5P dans les cellules exprimant 
l'oncogène NPM-ALK et ce de façon dépendante de PIKfyve (Coronas et al., 2008). 
PIKfyve s’associe physiquement avec NPM-ALK et l'activité tyrosine kinase de cet 
oncogène contrôle l’activité lipide kinase de PIKfyve. L’invalidation par siRNA de 
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PIKfyve ou l’inhibition de son activité kinase par le YM201636 n’a pas d'effet sur la 
prolifération et la migration cellulaire induite par NPM-ALK mais réduit fortement les 
capacités invasives des cellules et leur capacité à dégrader la matrice extracellulaire en 
perturbant la sécrétion de la metalloprotéinase MMP9 (Dupuis-Coronas et al., 2011).  
 
d) Régulation de PIKfyve par Akt et l'AMPK 
La protéine kinase Akt joue un rôle important dans de multiples processus cellulaires 
comme le métabolisme du glucose, l’apoptose, la prolifération, la transcription ou la 
migration cellulaire (Risso et al., 2015). En réponse à l’insuline, il a été montré qu’Akt 
phosphoryle PIKfyve sur la serine 318, ce qui augmente son activité kinase (Berwick et 
al., 2004). Cependant, il a été suggéré que la phosphorylation de cette serine pouvait être 
due à l’autophosphorylation de PIKfyve et non pas de l’activité de Akt (Ikonomov et al., 
2007). Néanmoins, deux études démontrent qu'une stimulation par l’insuline ou un stress 
hyper-osmotique induisent la phosphorylation de PIKfyve d’une façon dépendante de Akt 
(Berwick et al., 2004; Hill et al., 2010). Hill et al. ont aussi montré que la serine 105 
représente un deuxième site de phosphorylation de PIKfyve par Akt (Hill et al., 2010). 
D'un point de vue fonctionnel, il a été rapporté que la phosphorylation et l’activation de 
PIKfyve par Akt contribue à la dégradation de l’EGFR. En effet, suite à l'inhibition d'Akt, 
PIKfyve est moins active et le trafic de l’EGFR depuis les endosomes précoces est réduit, 
ce qui diminue le taux de dégradation de l’EGFR (Er et al., 2013). Ainsi, PIKfyve 
contrôlerait la dégradation de l’EGFR suite à son activation dépendante d'Akt. Enfin, une 
étude a montré que PIKfyve pouvait être également phosphorylée par l'AMPK (AMP-
activated protein kinase) sur la serine 307 sans que l’activité lipide kinase de PIKfyve ne 
soit affectée (Liu et al., 2013). 
 
e) Rôle de PIKfyve dans les processus biologiques 
Rôle dans l’homéostasie des membranes dans le système endosomal 
La première évidence que l’activité de PIKfyve contrôle l’homéostasie des membranes 
des endosomes vient de l'observation de l’apparition de vacuoles élargies lors de 
l’expression du mutant catalytiquement inactif PIKfyveK1831E. Ce phénomène est reversé 
lors de la surexpression de PIKfyveWT (Ikonomov et al., 2001). Au départ, ces vacuoles 
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sont positives pour EEA1 et Rab5 puis vont évoluer graduellement pour former une 
population hétérogène de vacuoles d’origine hybride (Ikonomov et al., 2006). Ce 
phénotype spectaculaire de formation de vacuoles élargies est reproduit par invalidation 
de l'expression de PIKfyve par siRNA, ou par inhibition de son activité catalytique par des 
inhibiteurs pharmacologiques (Rutherford et al., 2006; Jefferies et al., 2008; Osborne et 
al., 2008; de Lartigue et al., 2009; Cai et al., 2013). Différentes données sur la 
caractérisation de ces vacuoles élargies, ont montré que leur formation apparait à partir 
des endosomes précoces, des endosomes tardifs ou des deux types d’endosomes. La 
nature de ces vacuoles élargies varie selon les études et les modèles cellulaires étudiés ce 
qui est probablement relié à l'aspect progressif de cette aberration morphologique en 
relation avec le niveau d'inhibition de PIKfyve. 
Les mécanismes cellulaires qui déclenchent l’élargissement des endosomes après 
inhibition de PIKfyve sont encore mal connus. Cette formation de vacuoles pourrait être 
due à une dérégulation de la balance entre fission et fusion du système endosomal, qui est 
un évènement clé dans la formation d’un réseau dynamique des structures endosomales au 
cours du transport endocytique (Ikonomov et al., 2006). Il est proposé que le PtdIns(3,5)P2 
régule négativement la fusion des endosomes précoces et des corps multivésiculaireS 
(MVB) contribuant à la propriété dynamique de ces membranes (Ikonomov et al., 2006). 
Une autre étude suggère que la dynamique des endosomes précoces dans le transport des 
protéines cargo est augmentée par la production du PtdIns(3,5)P2 membranaire (Sbrissa et 
al., 2007). Ces observations sont en accord avec un contrôle strict du taux de PtdIns(3,5)P2 
par PIKfyve et les phosphatases Sac3/FIG4 et myotubularines qui seraient respectivement 
associées aux évènements de fusion et de fission dans le système endosomal. Comme 
évoqué précédemment, il a été montré que PIKfyve contrôle la dégradation de l’EGFR 
suite à son activation par Akt (Er et al., 2013). De même, dans un contexte d'infection 
bactérienne par Shigella flexneri, l'enrichissement d'un produit potentiel de PIKfyve, le 
PtdIns5P, dans les endosomes précoces maintient l’activité signalétique de l’EGFR dans 
des endosomes signalants (Ramel et al., 2011) et inhibe sa dégradation via les lysosomes 
en recrutant la protéine TOM-1 (Boal et al., 2015). Notre équipe a également montré 
qu'une augmentation du taux de PtdIns5P à la membrane plasmique induit l’internalisation 
d’ICAM-1 et sa dégradation par les lysosomes. Ceci montre le rôle complexe et 
déterminant du PtdIns5P dans l'induction et l'orientation du trafic endosomal (Boal et al., 
2016). Récemment, une étude a montré que PIKfyve jouait un rôle clé dans la maturation 
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des endosomes tardifs et qu’une perte de PIKfyve entrainait le décrochage des endosomes 
tardifs des microtubules (Hirano et al., 2015). 
PIKfyve pourrait aussi avoir un rôle dans la dynamique interne des endosomes tardifs ou 
corps multivésiculaires (MVB). Les vésicules intra-luminaleS (ILV) sont générées à partir 
de l’invagination et la fission de la membrane limitante des MVB (Ikonomov et al., 
2003b; van der Goot and Gruenberg, 2006; Stuffers et al., 2009). En effet, les ILV dans 
les MVB représentent une population hétérogène de vésicules, dont certaines sont 
impliquées dans le transport des récepteurs vers les lysosomes, et d’autres re-fusionnent 
avec les membraneS pour être exportées vers d’autres destinations (van der Goot and 
Gruenberg, 2006; Falguières et al., 2009). Dans des cellules HEK293 exprimant le 
dominant négatif PIKfyveK1831E, les MVB apparaissent élargis et contiennent moins de 
vésicules ILV, montrant l’implication de PIKfyve dans la régulation de la dynamique des 
ILV (Ikonomov et al., 2003b). De plus, une réduction du nombre de ces vésicules est aussi 
observée dans les MVB chez la levure S. cerevisiae et la drosophile après inactivation de 
Fab1/PIKfyve (Gary et al., 1998; Rusten et al., 2006). 
Rôle dans le transport et la régulation des canaux ioniques 
Des études ont montré que l’activation de la kinase SGK1 (serum and glucocorticoid 
inducible kinase) induit la phosphorylation de PIKfyve qui participerait à la régulation et 
au transport de certains canaux ioniques (Na+, K+, Cl-) (Seebohm et al., 2007; Shojaiefard 
et al., 2007; Gehring et al., 2009; Klaus et al., 2009). De plus, des travaux suggèrent que 
PIKfyve pourrait modifier l’activité des canaux Ca2+ suite à la production du 
PtdIns(3,5)P2 (Dong et al., 2010). PIKfyve et son produit, le PtdIns(3,5)P2, sont impliqués 
dans le trafic et le transport d’autres canaux, comme les canaux TRPV6 (transient receptor 
potential cation channel) et les récepteurs à la ryanodine, distribués sur plusieurs organites 
et contrôlant l’entrée et la libération du Ca2+ (Shen et al., 2009; Sopjani et al., 2010; 
Touchberry et al., 2010; Silswal et al., 2011;). 
Rôle dans le trafic vers le réseau Trans Golgien (TGN) 
Certaines protéines transmembranaires internalisées sont transportées vers le réseau 
Trans-Golgien (TGN) via le transport rétrograde (Bonifacino and Rojas, 2006). Ce 
transport rétrograde des endosomes vers le TGN pourrait dépendre de PIKfyve. Comme 
déjà mentionné précédemment, PIKfyve interagit avec la protéine JLP. Cette interaction 
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permet le transport de la furine, une protéine résidente du TGN, le long des microtubules. 
L’inhibition de PIKfyve retarde l’arrivée de la furine vers le TGN (Ikonomov et al., 
2009b). De plus, l’association de PIKfyve à p40 et Rab9 permet le transport vers le TGN 
de CI-MPR (cation independant mannose 6-phosphate Recepteur), un récepteur résidant 
du TGN. Ainsi, l’inhibition de PIKfyve retarde l’arrivée du CI-MPR vers le TGN 
(Rutherford et al., 2006; Ikonomov et al., 2009b).  
Rôle dans le trafic vers la membrane plasmique 
Le rôle de PIKfyve dans l’exocytose a été bien caractérisé dans le cas du transporteur de 
glucose GLUT4. Celui-ci transporte le glucose du milieu extracellulaire dans les 
adipocytes et les cellules musculaires en réponse à l’insuline (Huang and Czech, 2007; 
Foley et al., 2011). Dans des conditions basales, les pools de GLUT4 se trouvent dans des 
compartiments endosomaux qui se mobilisent vers la membrane plasmique suite à une 
stimulation par l’insuline. Il a été montré que suite à une réponse aigue à l’insuline, les 
taux du PtdIns(3,5)P2 et du PtdIns5P augmentent significativement (Sbrissa et al., 2004b). 
De façon intéressante, la délétion ou l’inhibition de PIKfyve réduit la translocation de 
GLUT4 vers la membrane plasmique des adipocytes 3T3-L1 en réponse à l’insuline ce qui 
a pour conséquence une diminution de l’entrée de glucose (Ikonomov et al., 2002, 2007, 
2009c). Le complexe PAS joue un rôle important dans ces processus. Par exemple, une 
perte de PIKfyve et de ArPIKfyve, qui entraine une diminution du pool du PtdIns(3,5)P2, 
conduit à une diminution plus importante de l'absorption du glucose après stimulation par 
l’insuline que la seule perte de PIKfyve (Ikonomov et al., 2007). De même, la perturbation 
de l’intégrité du complexe PAS empêche la translocation de GLUT4 vers la membrane 
plasmique (Sbrissa et al., 2008). Inversement, une déplétion partielle de Sac3/FIG4 ou 
l’expression d’un mutant dont l’activité phosphatase est inactive, augmente la 
translocation de GLUT4 vers la membrane plasmique et l'absorption du glucose en 
réponse à l'insuline (Ikonomov et al., 2009a). L'ensemble de ces données indiquent que le 
complexe PAS, le PtdIns(3,5)P2 et le PtdIns5P sont des régulateurs positifs de l’entrée de 
glucose via GLUT4. 
Rôle dans le noyau 
Deux études réalisées dans les cellules de mammifères et la levure ont montré 
l’implication de PIKfyve et Fab1 dans la transmission de signal vers le noyau pour réguler 
la transcription génétique. Comme évoqué précédemment, il a été montré que PIKfyve 
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contribue au trafic du récepteur de l’EGF vers le noyau (Kim et al., 2007). La stimulation 
par l’EGF augmente l’association de l’EGFR à PIKfyve ce qui contribue à l’association 
de l’EGFR avec le promoteur de la cycline D1 et la progression du cycle cellulaire. 
L’invalidation de PIKfyve inhibe la localisation nucléaire de l’EGFR et son association à 
la chromatine, ayant pour conséquence l’arrêt du cycle cellulaire dans la phase G0-G1. De 
plus, une étude réalisée chez la levure a montré une interaction entre le PtdIns(3,5)P2 et 
deux facteurs qui contrôlent les régulateurs transcriptionnels Tup1 et Cti6 (Han and Emr, 
2011, 2013).  Dans des levures mutantes pour Fab1 la formation du complexe entre Cti6, 
Tup1 et les régulateurs transcriptionnels est inhibée. Cependant, il n’est toujours pas clair 
si PIKfyve et/ou Fab1 transloque dans le noyau et si le pool de PtdIns5P du noyau, qui 
régule l’expression des gènes et le cycle cellulaire (Jones et al., 2006; Viaud et al., 2014a), 










Figure 19 : Fonctions de PIKfyve et de ses produits le PtdIns5P et le PtdIns(3,5)P2. (D’après 
Shisheva, 2012) 
f) Conséquences physiopathologiques d'une perturbation de PIKfyve 
Contrairement aux levures où la délétion de Fab1 n’est pas létale mais provoque la 
formation de vacuoles aberrantes, PIKfyve est indispensable à la vie des organismes 
multicellulaires et une invalidation de son expression chez la souris entraine des défauts 
de développement et une létalité précoce. La perte totale de PIKfyve chez C. elegans 
induit également une létalité au stade embryonnaire, alors qu’une perte partielle de ses 
fonctions cause un retard de développement (Nicot et al., 2006). De même, la délétion de 
PIKfyve chez la drosophile conduit à une létalité au stade larvaire (Rusten et al., 2006). 
Dans ces deux derniers modèles, les structures endo-lysosomales se trouvent élargies avec 
une perte d’acidité, sans autres aberrations morphologiques. 
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Le premier modèle de souris KO a révélé les fonctions de cette kinase dans un organisme 
et mis à jour son importance dans les phénomènes de survie cellulaire et de 
développement au stade embryonnaire (Ikonomov et al., 2011). En effet, les embryons 
PIKfyveKO/KO meurent à un stade très précoce (32-64 cellules), montrant l’importance de 
cette kinase durant les premiers stades. Par contre, les souris hétérozygotes sont viables et 
présentent une réduction de 40% du taux de PtdIns(3,5)P2 et PtdIns5P. Un seul allèle de 
PIKfyve suffit donc pour le développement normal chez la souris (Ikonomov et al., 2011).  
Un autre modèle d’invalidation de PIKfyve chez la souris a été généré par le système 
«gene-trap», par insertion dans le gène PIKfyve d’une séquence E-geo (PIKfyveβ-geo/β-geo). 
Cet hypomorphe présente 10% de la quantité normale de la protéine PIKfyve et une 
diminution de 50% du taux de PtdIns5P et de PtdIns(3,5)P2. Les souris PIKfyveβ-geo/β-geo 
sont viables mais présentent des maladies neurodégénératives et des défauts au niveau du 
cœur, des poumons, de la rate et du thymus (Zolov et al., 2012).  
Enfin, la génération de souris KO PIKfyve muscle spécifique par la technique Cre-loxP 
provoque une intolérance au glucose et une résistance à l’insuline. Cette étude montre la 
relation entre le système d’homéostasie du glucose et PIKfyve dans les muscles 
squelettiques chez la souris (Ikonomov et al., 2013).  
Chez l’homme, des mutations de PIKfyve sont liées à une forme rare de dystrophie 
cornéenne mouchetée (CFD) (Li et al., 2005; Kotoulas et al., 2011; Kawasaki et al., 2012; 
Gee et al., 2015). Plusieurs mutations entrainant la production d'une protéine tronquée 
dans son domaine catalytique ont été retrouvées chez ces patients (Li et al., 2005; Gee et 
al., 2015).  
PIKfyve pourrait aussi jouer un rôle dans certains cancers humains. L'équipe a montré que 
la capacité invasive de l’oncogène NPM-ALK, une tyrosine kinase constitutivement 
active responsable des lymphomes anaplasiques à grandes cellules, est augmentée par son 
interaction avec PIKfyve (Dupuis-Coronas et al., 2011). L’inhibition de PIKfyve diminue 
les capacités invasives de cellules exprimant NPM-ALK en perturbant la sécrétion de 
MMP9 et la digestion de la matrice extracellulaire. Cet effet pourrait être en relation avec 
la production du PtdIns5P de façon PIKfyve dépendante, puisque dans les lymphomes 
NPM-ALK positifs, un taux élevé de PtdIns5P est observé (Coronas et al., 2008). 
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Des travaux ont montré que certains patients atteints de la neuropathie motrice et 
sensorielle Charcot-Marie-Tooth 4 J (CMT4 J) sont mutés pour Sac3/FIG4 (Chow et al., 
2007; Zhang et al., 2008). Cette maladie de forme récessive se traduit par une 
démyélinisation des axones. En absence de Sac3, ArPIKfyve ne s’associe pas 
efficacement à PIKfyve, suggérant que la pathologie CMT4J pourrait être reliée à la perte 
d’activité de PIKfyve et de la production du PtdIns(3,5)P2 (Ikonomov et al., 2010). Ces 
données sont soutenues par une autre étude faite sur des fibroblastes de patients atteints de 
la pathologie CMT4J où la protéine Sac3/FIG4 est absente (Lenk et al., 2011). Cette 
mutation de FIG4, donne une protéine instable in vivo et qui n’est plus capable de se lier à 
ArPIKfyve (Lenk et al., 2011).  
 
g) Les inhibiteurs pharmacologiques de PIKfyve 
La première description d’un inhibiteur pharmacologique de PIKfyve a été publiée en 
2002 et concernait la curcumine qui reste cependant un inhibiteur peu sélectif (Ikonomov 
et al., 2002a). Les travaux de Jefferies et al. ont mis en évidence un nouvel inhibiteur de 
PIKfyve, le YM201636, une pyridofuropyrimidine, au cours d’un criblage d’inhibiteurs 
des PI 3-kinases. Le YM201636, présente un IC50 de 33 nM pour PIKfyve (Jefferies et al., 
2008). Le traitement de différents types cellulaires avec le YM201636 conduit à la 
formation de vacuoles internes élargies et induit une diminution d’environ 80% du taux de 
PtdIns(3,5)P2 (Jefferies et al., 2008). Les vacuoles élargies formées après traitement à 
l’YM201636 sont comparables à celles formées lors de l’abolition de l’expression de 
PIKfyve par siRNA (Rutherford et al., 2006). Il faut noter aussi que cet inhibiteur semble 
être spécifique de PIKfyve chez les mammifères, puisque cette molécule n’a pas d’effet 
sur Fab1, l’orthologue de PIKfyve chez la levure (Jefferies et al., 2008). Plus récemment, 
deux autres inhibiteurs pharmacologiques de l’activité kinase de PIKfyve, aux structures 
proches du YM201636, ont été caractérisés : l’apilimod ou STA5326 (Cai et al., 2013) et 
le APY0201 (Hayakawa et al., 2014). L’apilimod est une molécule développée 
spécifiquement pour bloquer la production d’IL-12 et d’IL-23 induite par activation des 
TLR et qui a fait l'objet d'un essai clinique (Wada et al., 2007, 2012). Elle a été testée chez 
des patients ayant la maladie de Crohn, la polyarthrite rhumatoïde et le psoriasis (Billich, 
2007; Wada et al., 2012). Cai et al. ont montré élégamment que l’apilimod se lie 
spécifiquement à PIKfyve et inhibe son activité lipide kinase ainsi que l’expression des 
cytokines induites par les TLR (Cai et al., 2013). L’apilimod possède une IC50 de 14 nM 
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pour PIKfyve et n’a pas d’effet sur d’autres lipides et protéines kinases (Cai et al., 2013). 
Il semble donc être un inhibiteur plus sélectif et efficace que l’YM201636 qui inhibe 
certaines PI3K (Jefferies et al., 2008; Ikonomov et al., 2009c). Après traitement à 
l’apilimod, une diminution du PtdIns(3,5)P2 est observée ainsi que la formation de 
vésicules élargies (Cai et al., 2013). Enfin, APY0201, une molécule qui inhibe la 
production d’IL-12/23 par les macrophages et les monocytes, s’associe à PIKfyve 
(Hayakawa et al., 2014). APY0201 est présenté comme un puissant et sélectif inhibiteur 
de PIKfyve qui bloque la conversion du PtdIns3P en PtdIns(3,5)P2 (Hayakawa et al., 
2014). 
 
h) Rôle de PIKfyve dans les mégacaryocytes et les plaquettes 
Il existe très peu de données concernant PIKfyve dans les mégacaryocytes et les 
plaquettes. Cependant, une étude récente réalisée chez des souris présentant une 
invalidation tissu spécifique de PIKfyve dans les mégacaryocytes et les plaquettes, a 
montré que PIKfyve est nécessaire à la genèse et au fonctionnement normal des 
lysosomes des plaquettes (Min et al., 2014). PIKfyve serait essentielle pour le stockage et 
le relargage des enzymes lysosomales. En effet, l’invalidation de PIKfyve dans la lignée 
mégacaryocytaire des souris conduit à un excès de stockage des protéines et des enzymes 
lysosomales dans les plaquettes. Or, les lysosomes font partie des organites sécrétés par 
les plaquettes lors de leur activation. Parmi ces protéines on note la cathepsine D, la 
cathepsine B et la maltase. En fait, les plaquettes de ces souris contiennent 
majoritairement la pro-cathepsine D qui est la forme immature et inactive de la cathepsine 
D. La pro-cathepsine D est normalement transportée du TGN vers les lysosomes où elle 
mature. PIKfyve semble donc jouer un rôle dans le trafic des protéines cargo lysosomales 
dans les mégacaryocytes et les plaquettes ainsi que dans leur maturation. 
Min et al. montrent que PIKfyve n’est pas indispensable au développement des MK ni à la 
production des plaquettes. Les MK provenant de ces souris présentent des vacuoles 
élargies et malgré cette anomalie, aucune différence dans le nombre des mégacaryocytes, 
dans la ploïdie et dans le compte plaquettaire n’a été observée comparé aux souris WT. 
Ces travaux suggèrent que la perte de PIKfyve n’affecte pas la maturation des 
mégacaryocytes. Cette étude n'a cependant pas étudié en détail les granules denses et 
alpha que nous montrons très perturbés dans notre étude suite à l'inhibition 
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pharmacologique de PIKfyve (partie résultats article 2 : Rôle de PIKfyve et du PtdIns5P 
dans la dynamique et l’intégrité des granules plaquettaires). Les deux modèles ne sont 
toutefois pas comparables car nous inhibons PIKfyve alors que les granules sont déjà 
formés et nous étudions donc la maintenance des granules et de leur intégrité/identité, 
alors que le modèle de souris n'exprimant plus PIKfyve dans les mégacaryocytes 
s’intéresse à la genèse des organites et a certainement permis la mise en place de 
mécanismes compensatoires.  
De façon surprenante, les souris présentant une invalidation tissue spécifique de PIKfyve 
dans les mégacaryocytes et les plaquettes présentent une réponse inflammatoire exacerbée 
avec la présence de macrophages qui s’accumulent dans divers tissus. Ceci provoque une 
organomégalie chez ces souris suggérant que la diminution du taux du PtdIns(3,5)P2 dans 
les mégacaryocytes et les plaquettes entraine des défauts importants dans d’autres types 
cellulaires. Cependant, cette réponse inflammatoire pourrait être due également à 
l’expression de PF4 non restreinte à  la lignée mégacaryocytaire. En effet, il a été montré 
une expression de l’ARNm de PF4 dans les lymphocytes T, les monocytes et les fibres 
musculaires lisses (Pertuy et al., 2015). En conséquence, ces souris présentent un retard de 
croissance, une réduction de la masse graisseuse, une réduction de la densité osseuse et 
une infertilité. 
 
  Rôle et localisation des phosphoinositides 
  PtdIns3P  
Ce lipide est présent en faible quantité dans les cellules eucaryotes et est généré 
essentiellement à partir du PtdIns par les PI3K de classe II et III (Vps34). Il est aussi 
produit par déphosphorylation du PtdIns(3,5)P2 par Fig4 (Rudge et al., 2004). Il 
semblerait que la PI3K de classe II ainsi que Fig4 soient responsables du pool de PtdIns3P 
présent dans la membrane plasmique tandis que Vps34 produit le pool de PtdIns3P 
présent sur les endosomes (Siddhanta et al., 1998; Maffucci et al., 2003; Slessareva et al., 
2006; Falasca et al., 2007; Valet et al., 2015). Il faut aussi noter que Vps34 joue un rôle 
dans l’autophagie en produisant du PtdIns3P dans les autophagosomes (Kihara et al., 
2001). Aucune étude n’a décrit une variation importante de la quantité du PtdIns3P dans 
les cellules à l’exception des cellules infectées par le pathogène Plasmodium falciparum 
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qui présentent une augmentation très importante du taux de PtdIns3P (Tawk et al., 2010). 
Cependant, plusieurs stimuli augmentent d’une façon modeste (<3 fois) le taux de 
PtdIns3P. C’est le cas de la stimulation des plaquettes par la thrombine ou le CRP. Le 
maintien d’un taux basal de ce lipide est essentiel pour l’homéostasie cellulaire et en 
particulier pour le contrôle du trafic intracellulaire. Le PtdIns3P recrute des protéines 
effectrices possédant un domaine FYVE (Fab1p, YOPB, Vps27p et EEA1) ou PX. Selon 
sa localisation, le PtdIns3P régule : i) le trafic intracellulaire, dont la fusion endosomale, 
le recyclage des vésicules à la membrane plasmique ou au trans-golgi et le tri des 
vésicules jusqu’aux compartiments lysosomaux (Schink et al., 2013) ; ii) la maturation des 
autophagosomes en recrutant des protéines de la famille des Atg-18 (WIPI 1 et 2) 
(Proikas-Cezanne et al., 2015) ;  iii) l’exocytose des granules d’insuline par un mécanisme 
non caractérisé (Dominguez et al., 2011) ; iv) l’activation de p40phox, un composant de la 
NADPH oxydase (Ellson et al., 2006) ; v) la cytokinèse en recrutant au pont intercellulaire 
la protéine FYVE-HUNDRED au cours de l’étape finale de la division cellulaire (Sagona 
et al., 2010). Ainsi, le PtdIns3P joue plusieurs rôles mais le mieux caractérisé reste son 
implication dans le trafic intracellulaire des endosomes précoces ainsi que dans la 
formation des corps multivésiculaires (Futter et al., 2001; Johnson et al., 2006). 
 
  PtdIns(3,5)P2 
Le PtdIns(3,5)P2 est un lipide peu abondant dans les cellules mais il joue un rôle important 
dans l’homéostasie du trafic vésiculaire. Il est formé majoritairement à partir du PtdIns3P 
par la 5-kinase PIKfyve. Les 3-phosphatases de la famille des myotubularines jouent aussi 
un rôle essentiel dans le métabolisme du PtdIns(3,5)P2 en le déphosphorylant pour donner 
du PtdIns5P. Le PtdIns(3,5)P2 semble réguler la fission et la fusion endosomale, le 
transport rétrograde des endosomes du trans-Golgi et le tri des vésicules vers les 
endosomes tardifs (Rutherford et al., 2006; Zhang et al., 2007; de Lartigue et al., 2009). 
Ce rôle est dû à son interaction avec des protéines ayant, pour la majorité, un domaine E-
propeller (Thumm et al., 2013). Il a également été montré que le récepteur TRPML-1 
(transient receptor potential mucolipin 1) qui est présent sur les endosomes tardifs et les 
lysosmes, lie le PtdIns(3,5)P2 qui l’active (Li et al., 2013). Enfin, le PtdIns(3,5)P2 serait 
capable de moduler la contraction du muscle cardiaque en altérant la concentration de 
Ca2+ intracellulaire (Touchberry et al., 2010). Cependant, il existe actuellement peu 
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d’outils pour localiser précisément ce lipide (Li et al., 2013) qui est également difficile à 
doser par des approches biochimiques, ce qui limite son étude. 
Les données actuelles suggèrent fortement que le PtdIns3P, le PtdIns5P et le PtdIns(3,5)P2 
ont des voies métaboliques interconnectées et la conversion entre ces lipides pourrait être 
à la base de la régulation et de la coordination du trafic vésiculaire et de la dynamique du 
cytosquelette.  
 
  PtdIns5P 
Le PtdIns5P a été décrit pour la première fois dans les cellules de mammifères par Rameh 
et al. en 1997 (Rameh et al., 1997a). Il est présent dans les cellules eucaryotes, les plantes, 
chez C. elegans et la drosophile (Meijer et al., 2001; Amoasii et al., 2012; Clarke and 
Irvine, 2013; Gupta et al., 2013; Jones et al., 2013). On sait aujourd'hui que ce lipide peut 
être produit par phosphorylation du PtdIns par PIKfyve (Shisheva et al., 2015), 
déphosphorylation du PtdIns(3,5)P2 par les myotubularines (Tronchère et al., 2004) ou 
déphosphorylation du PtdIns(4,5)P2 par une 4-phosphatase de type II (Ungewickell et al., 
2005). Ses voies de dégradation sont mal connues et la seule à être clairement décrite fait 
intervenir une PtdIns5P 4-kinase de type II qui le transforme en PtdIns(4,5)P2 (Jones et 
al., 2006). Le PtdIns5P est localisé dans différents compartiments comme la membrane 
plasmique, les endosomes, le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et le noyau 
(Jones et al., 2006; Coronas et al., 2007; Sarkes and Rameh, 2010; Boal et al., 2015). Le 
PtdIns5P est capable de recruter des protéines effectrices par l'intermédiaire de domaines 
particuliers tel que les domaines PHD (Gozani et al., 2003; Musselman and Kutateladze, 
2009) et certains domaines PH (Guittard et al., 2009, 2010). Récemment, notre équipe a 
montré que la protéine TOM1 est capable de lier le PtdIns5P grâce à son domaine VHS et 
régule ainsi la maturation des endosomes (Boal et al., 2015) ainsi que la protéine Tiam1 
par son domaine PH, ce qui régule la dynamique de l’actine et l’invasion cellulaire (Viaud 
et al., 2014b). 
a) Fonctions du PtdIns5P 
Rôle dans la signalisation et le trafic vésiculaire  
Une augmentation du taux de PtdIns5P peut être détectée suite à une réponse à différents 
stimuli, et le rôle de ce lipide dans la signalisation a été démontré dans plusieurs travaux 
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(pour revue (Viaud et al., 2014a)). En effet, trois études indépendantes ont montré un lien 
entre la production de PtdIns5P et l’activation de la voie Akt/PKB. Durant les premières 
phases d’infection par S. flexneri, la production du PtdIns5P par la phosphatase 
bactérienne IpgD au foyer d'entrée du pathogène (Niebuhr et al., 2002) induit une 
activation de la voie Akt, un mécanisme qui favorise la survie de la cellule hôte au profit 
du pathogène (Pendaries et al., 2006). La surexpression de la PtdIns5P 4-kinase, qui 
diminue le taux de PtdIns5P en le transformant en PtdIns(4,5)P2, induit quant à elle une 
diminution de l’activation d’Akt stimulée par l’insuline (Carricaburu et al., 2003). Enfin, 
la délétion de la PtdIns5P 4-kinase chez la souris améliore la sensibilité à l’insuline en 
augmentant l’activation d’Akt dans les muscles (Lamia et al., 2004). Les mécanismes 
sous-jacents sont encore assez mal compris mais dans le cas S. flexneri ils font appel à une 
activation de l'EGFR indépendamment de son ligand qui est rapidement endocytosé et 
bloqué dans les endosomes précoces où il envoie des signaux de survie de façon très 
prolongée (Ramel et al., 2011). La production du PtdIns5P induite lors de l'infection par S. 
flexneri ralenti la dégradation de l’EGFR en altérant le trafic des protéines cargo des 
endosomes vers les lysosomes. Nous avons récemment montré que ce ralentissement de la 
voie de dégradation est due au recrutement de la protéine adaptatrice TOM-1 sur les 
endosomes par le PtdIns5P (Boal et al., 2015). Ces résultats sont en accord avec une étude 
phylogénétique qui a montré une co-évolution des protéines impliquées dans le 
métabolisme du PtdIns5P (PIKfyve, MTM et PtdIns5P 4-kinase) chez les eucaryotes et 
qui propose un rôle de cette voie métabolique dans la régulation du trafic vésiculaire 
(Lecompte et al., 2008). Enfin, notre équipe vient de montrer que dans les cellules 
intestinales infectées par S. flexneri le PtdIns5P produit par IpgD entraine l’internalisation 
rapide d’ICAM-1 et sa dégradation dans les lysosomes, ce qui réduit le recrutement des 
neutrophiles et représente une stratégie d'échappement au système immunitaire par la 
bactérie pathogène (Boal et al., 2016). Dans ces cellules, il est montré que l'EGFR est 
également internalisé mais se retrouve dans les endosomes précoces alors qu'ICAM-1 est 
rapidement adressé au compartiment tardif et dans les lysosomes. Ce travail suggère un 
niveau de régulation complexe par les effecteurs du PtdIns5P qui orientent les voies du 
trafic intracellulaire de manière très contrôlée en fonction des protéines cargo. 
Dans les lymphocytes T, le PtdIns5P est produit d’une façon rapide après l’activation du 
TCR, et régule la phosphorylation des protéines adaptatrices Dok et leur recrutement en se 
liant à leur domaine PH (Guittard et al., 2009, 2010). 
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Enfin, une élévation du taux de PtdIns5P a également été observée dans les plaquettes 
humaines suite à une stimulation à la thrombine (Morris et al., 2000). Notre équipe a 
confirmé ces résultats mais le rôle du PtdIns5P dans les plaquettes sanguines reste 
inconnu. 
Rôle dans l’organisation du cytosquelette 
Plusieurs études suggèrent que le PtdIns5P a un impact sur la réorganisation du 
cytosquelette d’actine. Une première observation a révélé que l’infection par S. flexneri 
induit un remodelage du cytosquelette au site d’entrée de la bactérie, une perte des fibres 
de stress de F-actine et une apparition de bourgeonnements membranaires semblables à 
ceux qui apparaissent lors de l’activation des petites GTPases de la famille Rho, Cdc42 et 
Rac1 (Niebuhr et al., 2002). Cependant, il était difficile de démontrer que cet effet était dû 
au PtdIns5P, puisqu’IpgD diminue également le taux du PtdIns(4,5)P2, un lipide connu 
pour son rôle dans la régulation du cytosquelette. De plus, la bactérie injecte d’autres 
facteurs qui agissent sur le cytosquelette. Des études ont montré que la stimulation par 
l’insuline des adipocyte 3T3-L1 entraine un remodelage du cytosquelette d’actine 
caractérisé par une dissociation des fibres de stress de F-actine concomitante à la 
production de PtdIns5P dépendante de PIKfyve (Sbrissa et al., 1999, 2004b, 2012). De 
plus, l’expression de la sonde EGFP-3xPHDING2, qui lie et piège le PtdIns5P bloque cet 
effet (Sbrissa et al., 2004b). Cette équipe a montré que ce remodelage d'actine, qui semble 
dépendant du PtdIns5P, est associé à la translocation des vésicules qui contiennent le 
transporteur de glucose GLUT4 à la membrane plasmique (Sbrissa et al., 2004b). D'autres 
travaux ont montré que le PtdIns5P était une molécule importante dans le réarrangement 
du cytosquelette d'actine et la régulation de la migration cellulaire en réponse au FGF1 
dans les cellules de fibroblastes (Haugsten et al., 2013; Oppelt et al., 2013). 
Notre équipe a observé la perte des fibres de stress après addition de PtdIns5P exogène 
perméant mais pas de PtdIns4P ou de PtdIns3P et montré que le PtdIns5P favorise 
l’invasion cellulaire et la dynamique de la membrane. Ces effets sont en partie médiés par 
l'activation du système Tiam1/Rac1 via la liaison directe du PtdIns5P au domaine PH de 
Tiam  (Viaud et al., 2014b). Ce travail montre également une colocalisation de 
Tiam1/Rac1 et du PtdIns5P dans des vésicules d'endocytose et des "dorsal ruffles" 
suggérant que le PtdIns5P pourrait être un régulateur et un coordonnateur du dynamisme 




Des travaux de l'équipe du Dr. Divecha (Jones et al., 2006; Stijf-Bultsma et al., 2015) 
décrivent un métabolisme et un rôle du PtdIns5P dans le noyau et en effet, la première 
protéine découverte comme interagissant avec le PtdIns5P est une protéine régulatrice de 
la chromatine, ING2 (Gozani et al., 2003). Le PtdIns5P pourrait réguler l'activité 
transcriptionnelle (Stijf-Bultsma et al., 2015) et l’ubiquitination nucléaire de certaines 
protéines telles que le complexe ubiquitine ligase Cul3 (Jones et al., 2006; Bunce et al., 
2008). De plus, le domaine PHD de la sous unité p62 du facteur de transcription TFIIH 
possède une certaine spécificité pour le PtdIns5P bien que l’effet réel de cette association 
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L’objectif de ma thèse a été de comprendre le rôle du PtdIns5P et des enzymes 
responsables de sa synthèse dans les mégacaryocytes et les plaquettes. Une première 
partie de mon étude concerne la lipide phosphatase MTM1, qui génère du PtdIns5P par 
hydrolyse du PtdIns(3,5)P2.. Ces travaux ont été menés sur des plaquettes humaines et des 
plaquettes issues d’un modèle murin présentant une invalidation du gène codant pour la 
protéine MTM1. Dans une seconde partie, je me suis intéressée au rôle du PtdIns5P, 
produit par la lipide kinase PIKfyve, dans le maintien et l’intégrité des granules 
plaquettaires. Ces travaux sont basés sur une approche d’inhibition pharmacologique de 
PIKfyve et de réduction de son expression par siRNA. Plusieurs modèles ont été utilisés: 
la lignée mégacaryocytaire MEG-01, des mégacaryoctytes murins primaires et des 
plaquettes humaines.  
 

















Résultats Expérimentaux  
68 
 
Article 1 : Expression des myotubularines dans les plaquettes ; 
caractérisation et diagnostic potentiel des myopathies 
myotubulaires 
  Contexte scientifique : 
La famille des myotubularines se compose de 14 membres (MTM1 et MTMR1 à 
MTMR13) plus MTMR14 ou Jumpy. Ces protéines sont des PI 3-phosphatases qui, avec 
la kinase PIKfyve et les PI3K de classe II et III jouent un rôle important dans le maintien 
de la balance entre le PtdIns5P, PtdIns3P et le PtdIns(3,5)P2. Les myotubularines sont 
impliquées dans le contrôle de l’endocytose et du trafic membranaire (Ketel et al., 2016; 
Nicot and Laporte, 2008). D’autres études ont également suggéré un rôle des 
myotubularines dans la régulation de différents processus comme la prolifération, la 
survie, l’autophagie, l’organisation du cytosquelette et la dynamique des jonctions 
cellulaires. 
L’expression des différentes myotubularines, ainsi que leur fonction, restent peu étudiées 
dans les plaquettes. Une première étude a montré qu’un membre inactif « phosphatase 
dead » de la famille des myotubularines, MTMR12, interagit avec les myotubularines 
MTM1 et MTMR2 dans les plaquettes (Nandurkar et al., 2001, 2003). De plus, chez des 
patients ayant une BMTCP (Bengal macrocytopenia), un défaut plaquettaire caractérisé 
par des diathèses hémorragiques, MTMR9 est l’un des quatre gènes fortement 
surexprimés (Ali et al., 2015). Enfin, le PtdIns3P et le PtdIns(3,5)P2, substrats des 
myotubularines, ainsi que le PtdIns5P son produit, sont présents dans la plaquette mais 
leurs rôles restent peu connu. Quant au PtdIns3P et au PtdIns5P, plusieurs études montrent 
que leur taux augmentent suite à une activation plaquettaire (Chicanne et al., 2012; Morris 
et al., 2000; Zhang et al., 1998). 
Plusieurs mutations dans le gène MTM1 sont retrouvées chez des patients atteints de 
myopathie centronucléaire liée au chromosome X (CNMX). Le diagnostic de cette 
pathologie grave prend plusieurs jours, voire quelques semaines. Dans la majorité des cas, 
les mutations se traduisent par une absence de la protéine MTM1. Dans ce travail, j’ai 
étudié le rôle de MTM1 dans la plaquette et propose la détection de MTM1 à partir d’un 
volume minimal de sang (100µl) comme diagnostic rapide de CNMX.  
Les résultats de ce travail sont présentés dans l’article suivant. 
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a b s t r a c t
Phosphoinositides play a key role in the spatiotemporal control of central intracellular processes and
several speciﬁc kinases and phosphatases regulating the level of these lipids are implicated in human
diseases. Myotubularins are a family of 3-phosphatases acting speciﬁcally on phosphatidylinositol 3-
monophosphate and phosphatidylinositol 3,5 bisphosphate. Members of this family are mutated in
genetic diseases including myotubularin 1 (MTM1) and myotubularin-related protein 2 (MTMR2) which
mutations are responsible of X-linked centronuclear myopathy and Charcot-Marie-Tooth neuropathy,
respectively. Here we show that MTM1 is expressed in blood platelets and that hundred microliters of
blood is sufﬁcient to detect the protein by western blotting. Since the most severe cases of pathogenic
mutations of MTM1 lead to loss of expression of the protein, we propose that a minimal amount of blood
can allow a rapid diagnostic test of X-linked myotubular myopathy, which is currently based on histo-
pathology of muscle biopsy and molecular genetic testing. In platelets, MTM1 is a highly active 3-
phosphatase mainly associated to membranes and found on the dense granules and to a lesser extent
on alpha-granules. However, deletion of MTM1 in mouse had no signiﬁcant effect on platelet count and
on platelet secretion and aggregation induced by thrombin or collagen stimulation. Potential compen-
sation by other members of the myotubularin family is conceivable since MTMR2 was easily detectable
by western blotting and the mRNA of several members of the family increased during in vitro differ-
entiation of human megakaryocytes and MEG-01 cells. In conclusion, we show the presence of several
myotubularins in platelets and propose that minimal amounts of blood can be used to develop a rapid
diagnostic test for genetic pathologies linked to loss of expression of these phosphatases.
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
The myotubularin family of proteins is a large group of 14
members in humans (MTM1 and MTMR1 to MTMR13) [1]. Muta-
tions in the MTM1 gene cause X-linked centronuclear myopathy
while mutations in theMTMR2 andMTMR13 genes cause two forms
of Charcot-Marie-Tooth neuropathy (CMT), CMT4B1 and CMT4B2,
respectively [1e3]. This family of proteins encompasses both
catalytically active (MTM1, MTMR1, MTMR2, MTMR3, MTMR4,
MTMR6, MTMR7, MTMR8) and inactive (MTMR5, MTMR9,
MTMR10, MTMR11, MTMR12, MTMR13) phosphatases. The enzy-
matically active ones have a C(X)5R signature motif in the catalytic
domain and act as 3-phosphatases with a substrate speciﬁcity to-
ward two phosphoinositides, phosphatidylinositol 3-
monophosphate (PtdIns3P) and phosphatidylinositol 3,5 bisphos-
phate (PtdIns(3,5)P2) [4,5]. Thus, active myotubularins transform
PtdIns3P into PtdIns and PtdIns(3,5)P2 into PtdIns5P. Several inac-
tive myotubularin members have been shown to heterodimerize
with active ones with selective pairs being formed [6]. These in-
teractions are thought to modulate the phosphatase activity and
the localization of active myotubularins [1,6]. For instance, MTMR2
and MTMR13 have been shown to interact and both of them are
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mutated in Charcot-Marie-Tooth neuropathies [7,8]. Together with
class II and class III phosphoinositide 3-kinases and PIKfyve, the
active myotubularins regulate the turnover of PtdIns3P and
PtdIns(3,5)P2, two lipids involved in the control of intracellular
vesicle trafﬁcking. Accordingly, several reports have highlighted the
role of myotubularins in endocytosis and membrane trafﬁcking
[9e11]. Other reports also suggest a role of myotubularins in the
regulation of various processes including cell proliferation, survival,
autophagy, cytoskeleton organization and cell junction dynamics
[1].
The pattern of expression and the function of myotubularins in
blood platelets remain poorly known. However, using blood
platelet extracts, Nandurkar and colleagues [12,13] have been able
to show that the inactive member MTMR12 interacts with the
active myotubularins MTM1 and MTMR2. Moreover,MTMR9which
encodes an inactive myotubularin, was found differentially
expressed in platelets from patients with Bengal macro-
thrombocytopenia, a giant platelet disorder characterized by mild
bleeding symptoms [14]. Despite the presence of myotubularin
substrates (PtdIns3P, PtdIns(3,5)P2) and products (PtdIns, PtdIns5P)
in platelets, little is known about their cellular roles. Indeed,
PtdIns3P is found in resting platelets and its amount increases
following platelet activation [15,16]. PtdIns(3,5)P2 is weakly
detectable by HPLC techniques in 32P-labelled platelets (B.P. per-
sonal observation) and PtdIns5P has been shown to increase
following platelet activation [17]. Here, we clearly show the
expression of MTM1 as an active 3-phosphatase in blood platelets
and highlight the relevance to develop, from a minimal amount of
blood, a rapid diagnostic test for X-linked myotubular myopathy.
Deﬁciency of MTM1 in mice platelets has however no signiﬁcant
impact on platelet production or platelet secretion and aggregation
in response to thrombin or collagen. Potential redundancy mech-
anism involving other myotubularins is conceivable since the level
of mRNA of several members of the family signiﬁcantly increases
during in vitro megakaryocyte differentiation.
2. Materials and methods
2.1. Materials
The anti-human MTM1 antibodies (1G6 and 1947) were
generated as described [18e21]. The anti-MTMR2 antibody was a
gift from Dr A. Bolino (Instituto Scientiﬁco San Raffaele, Milano).
The other antibodies used in this study are as follow: anti-Hsc70,
serotonin, von Willebrand Factor (vWF) and LAMP2 (Santa Cruz),
EEA1 (BD Biosciences). Fluorescent di-C8-NBD-PtdIns3P and di-C8-
NBD-PtdIns(3,5)P2 were from Echelon Research Laboratories. All
other reagents were purchased from SigmaeAldrich unless other-
wise indicated.
2.2. Preparation of human platelets and fractionation
Blood from healthy donors was purchased from the Etablisse-
ment Français du Sang (Toulouse) and immediately processed for
platelet experiments. Washed platelets were isolated by successive
centrifugation steps and analyzed bywestern blotting as previously
described [22]. Light transmission aggregometry, secretion and
immunoﬂuorescence studies are described in the supplemental
materials and methods.
For subcellular fractionation, platelets were resuspended in lysis
buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4; 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) and
sonicated. After a 5 min centrifugation at 2000! g, the supernatant
was centrifugated at 20,000! g for 1 h. The supernatant (cytosol
fraction) was collected and the pellet (membrane fraction) was
resuspended in an equivalent volume of lysis buffer. The
cytoskeleton fraction was isolated as previously described [23].
2.3. Preparation of murine platelets
C57Bl/6 wild type or MTM1 knockout mice (KO) [24,25] used in
the study were housed in the U1048-Toulouse Rangueil animal
facility according to the guidelines of the Ethics Committee on
Animal Experimentation and with the French Ministry of Agricul-
ture license (http://anexplo.genotoul.fr). Whole blood was drawn
from the inferior vena cava of anesthetized 8-20 week-old mice
into a syringe containing acid citrate dextrose (1:9 v/v). Mouse
platelets were then prepared as previously described [26].
2.4. MTM1 immunoprecipitation and 3-phosphatase assay
MTM1 was immunoprecipitated using 1.2 ml 1G6 antibody and
the 3-phosphatase assay was performed as previously described
[27].
2.5. Preparation and differentiation of human megakaryocytes and
MEG-01 cells
CD34 cells were separated from leukapheresis using a magnetic
cell sorting system (Miltenyi Biotec) in accordance with the man-
ufacturer’s recommendations and differentiationwas performed as
described in the supplemental materials and methods. The human
megakaryocytic MEG-01 cells were cultured with Glutamax RPMI
medium 1640 supplemented with fetal calf serum (FCS) and
penicillin/streptomycin and differentiated with 2 mM valproic acid
for 5 days as indicated [28]. Total RNA from cells, either differen-
tiated or not, was prepared using the GeneElute Total RNA
Mammalian kit from Sigma and quantiﬁed using a Nanodrop
(Thermo Fisher Scientiﬁc). Reverse-transcription was performed as
described in the supplemental materials and methods.
2.6. Statistical analysis
Data are presented as the mean ± SEM of at least three inde-
pendent experiments. Statistical signiﬁcance was analyzed using
unpaired Student’s t-test using Microsoft Excel 2007. Signiﬁcance
was set when p < 0.05.
3. Results
3.1. Immuno-detection and activity of MTM1 in blood platelets
Since the majority of MTM1 mutations in X-linked myotubular
myopathy lead to a loss of expression of this protein [29,30] it could
be relevant to develop a rapid diagnostic test from a low amount of
blood. Indeed, the diagnostic of X-linked myotubular myopathy is
currently based on histopathology of muscle biopsy and molecular
genetic testing which can take up to several weeks to complete.
Therefore we ﬁrst tested whether MTM1 was expressed in blood
platelets. As shown in Fig. 1A, MTM1 was weakly detected by
western blotting in 107 washed human platelets and strongly
detected in 5! 107 platelets. The level of MTM1 appeared constants
from one donor to another since similar results were observed in
platelets from 5 different healthy donors (not shown). To unam-
biguously prove that this protein was MTM1, the same antibody
was used to immunoprecipitate the protein from human platelets
and test its 3-phosphatase activity. Platelet MTM1 was indeed
active as it could efﬁciently transform 1 nmol of PtdIns3P into
PtdIns and 1 nmol of PtdIns(3,5)P2 into PtdIns5P within 20 min
(Fig. 1B). It was also highly selective since no activity against the
other phosphoinositides could be detected (not shown). These
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Fig. 1. Detection and enzymatic activity of MTM1 in platelets. (A) Increasing amounts of washed human platelets were analyzed by western blotting using the speciﬁc 1G6 MTM1
antibody. Actin is used as a loading control. (B) MTM1 was immunoprecipitated from human platelets with the 1G6 antibody followed by phosphatase assay against ﬂuorescent
PtdIns3P and PtdIns(3,5)P2. The enzymatic reaction (transformation of PtdIns3P and PtdIns(3,5)P2 into PtdIns and PtdIns5P, respectively) was visualized by thin layer chroma-
tography. (C) Increasing amount of human blood (50e400 ml) was used to prepare the platelet- and leucocyte-rich plasma. After centrifugation, the cell pellet was analyzed by
western blotting using the MTM1 antibody (1947). Actin is used as a loading control. (D) Platelets fromwild type or MTM1 KOmice were analyzed by western blotting using the 1G6
MTM1 antibody. Actin is used as a loading control. (E) Washed human platelets were analyzed by western blotting using MTM1, MTMR2 and Hsc70 antibodies as a loading control.
Results shown are representative of three to four independent experiments.





















































Fig. 2. Localization of MTM1 in human platelets. (A) Washed human platelets were not stimulated (R) or stimulated with 0.5 U/ml of thrombin (Thr) for 5 min. Cytoskeleton,
membranes and cytosol fractions isolated from resting or stimulated human platelets were probed for MTM1 and showed enrichment of MTM1 in the membrane fraction. Dashed
bar indicates that the blot was skipped. (B) Resting human platelets were ﬁxed, permeabilized and incubated with the MTM1 antibody (1947) and relevant markers antibodies
including b-tubulin for microtubule, EEA1 for early endosomes, LAMP2 for late endosomes and lysosomes, serotonin for dense granules and vWF for a-granules. After incubation
with Alexa-488 or Alexa-555 conjugated secondary antibodies platelets were visualized with a 63x objective and confocal microscopy (scale bar: 1 mm). (C) Histograms show the
Pearsons’s coefﬁcient indicating the degree of co-localization of MTM1 with the different markers. Results shown are representative of 3 independent experiments (A and B) and are
mean values ± SEM from three (C, histograms) experiments. Signiﬁcant differences: ### and *** means p < 0.001.
R. Mansour et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications xxx (2016) 1e7 3
Please cite this article in press as: R. Mansour, et al., Expression of myotubularins in blood platelets: Characterization and potential diagnostic of
X-linked myotubular myopathy, Biochemical and Biophysical Research Communications (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2016.04.127
results indicate that an active MTM1 protein is expressed in human
blood platelets.
Interestingly, 50e100 ml of blood from healthy donors was suf-
ﬁcient to detectMTM1 bywestern blotting (Fig.1C). Cell pellet from
platelet- and leukocyte-rich plasma, which can be prepared in any
laboratory since a basic centrifuge is required, was used in this
experiment. MTM1 KO mice are known to develop a myotubular
myopathy characterized by a strong muscle atrophy leading to
death around 7e9 weeks of age [24,25]. Blood was drawn from 2
weeks old KO and wild type mice and platelets were isolated and
tested for MTM1 expression bywestern blotting. MTM1was clearly
detected from 5 ! 107 wild type mice platelets and, as expected,
was absent in the same amount of platelets from KO mice indi-
cating the validity of the approach (Fig. 1D). Interestingly, the
polyclonal antibody (1947) was able to detect MTM1 by immuno-
ﬂuorescence on washed human platelets (see Fig. 2B) suggesting
that this approach could be used to complete the diagnostic.
Moreover, we could also detect MTMR2, a close MTM1 homolog in
the family (65% sequence identity), in human platelets by western
blotting suggesting that a similar diagnostic test could be applied
for Charcot-Marie-Tooth neuropathy (Fig. 1E).
Then we investigated the localization of MTM1 in blood plate-
lets. We ﬁrst performed cell fractionation experiments and showed
that MTM1 was mainly present in the membrane fraction and to a
lesser extent in the cytosolic fraction of human platelets either
stimulated or not with thrombin (Fig. 2A). MTM1 was weakly
detected in the actin cytoskeleton fraction isolated from resting or
thrombin-activated platelets. Furthermore, using immunoﬂuores-
cence we could show that MTM1 does not colocalized with mi-
crotubules or early (EEA1) and late (LAMP2) endosomes. However,
we found a signiﬁcant colocalization between MTM1 and the a-
granule marker (vWF) and mainly with the dense granule marker
(serotonin) (Fig. 2BeC).
3.2. Deletion of MTM1 does not affect platelet aggregation
following thrombin or collagen activation
MTM1 KO mice exhibited a normal platelet count
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Fig. 3. MTM1 is not required for platelet aggregation following thrombin or collagen stimulation. (A) Washed platelets from wild type (WT) or MTM1 KO (KO) mice were
stimulated with different doses of thrombin or collagen and platelet aggregation was assessed using a Chrono-log dual channel aggregometer under stirring at 1000 rev/minutes.
Representative aggregation curves (A) and quantiﬁcation of the aggregation response (B) are shown. (C) Platelets were incubated with [3H]-hydroxy-tryptamine, washed, and the
secretion was measured after stimulation with thrombin or collagen by counting radioactivity in the supernatant. Results shown are expressed as mean ± SEM from 3 independent
experiments (A and B) and 2 independent experiments (C).
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(8.4 ± 0.8 ! 108/ml of blood for wild type mice and 8.9 ± 0.5 ! 108/
ml of blood for KO mice, n ¼ 3) indicating that MTM1 is not
required for platelet production. To further address the impact of
MTM1 on platelet function we tested the aggregation response of
platelets from wild type and KO mice following stimulation with
the physiological agonists thrombin and collagen. We could not see
any signiﬁcant alteration in the aggregation response of KO plate-
lets following stimulation with high or low doses of agonists
(Fig. 3AeB). Moreover, the secretion of dense granules measured by
a serotonin release assay was not affected in KO platelets in
response to increasing doses of thrombin or collagen suggesting
that other myotubularins could compensate for MTM1 absence in
platelets (Fig. 3C).
3.3. Increased levels of various myotubularins mRNA during human
megakaryocytes and MEG-01 cells differentiation
As shown in Fig. 1E, MTMR2 is also expressed in human plate-
lets. To check whether other members of this family would be
expressed as well, we monitored mRNA level of 12 myotubularins
by RT-QPCR in human megakaryocytes and in the megakaryocytic
cell line MEG-01 before and after differentiation (Fig. 4). Human
hematopoietic progenitors were differentiated into mature
megakaryocytes by a mixture of TPO and SCF during 14 days while
MEG-01 cells were differentiated into megakaryocytes by valproic
acid during 5 days [28]. Interestingly, compared to the house-
keeping gene HSP70 that remained stable, the transcript level of
major enzymatically active myotubularin family members and
homolog (MTMR14 also called Jumpy) signiﬁcantly increased dur-
ing differentiation of normal human megakaryocytes (2.26 fold for
MTM1, 2.03 for MTMR1, 2.79 for MTMR2, 2.02 for MTMR3, 2.32 for
MTMR4, 2.07 for MTMR6,1.79 for MTMR7, 2.18 for MTMR8, 2.36 for
MTMR14) (Fig. 4A). In similar but not identical conﬁguration,
several active myotubularins are also signiﬁcantly transcriptionally
increased in differentiated MEG-01 cells (MTM1, MTMR7, MTMR8,
MTMR14) (Fig. 4B). The transcript level of certain phosphatase-
dead myotubularins also increased in both cell models. Overall,
these data suggest that several enzymatically active myotubularins
are expressed in megakaryocytes and platelets leaving open po-
tential redundancy mechanisms within the myotubularin family in
megakaryocytes and platelets.
4. Discussion
X-linked myotubular myopathy is the most common form of a
group of myopathies termed centronuclear myopathies. The diag-
nostic of X-linked myotubular myopathy relies upon histopathol-
ogy of muscle biopsy and molecular genetic testing [31] which is
invasive and time consuming. In addition, individuals with cen-
tronuclear myopathies, related or not to MTM1 mutations, or with
congenital myotonic dystrophy share common muscle biopsy fea-
tures, particularly the presence of central nuclei in affected skeletal
muscle. The molecular genetic testing is essential for the deﬁnitive
diagnostic which leads to uncover more than 200 loss of function
mutations widespread throughout the MTM1 gene, most of them
being missense, frameshift or nonsense mutations [29,32]. Inter-
estingly, most patients with MTM1 mutations have a strong
decrease or an absence of MTM1 as shown in established cell lines
and muscle biopsies [30,33]. Thus, a rapid diagnostic test using a
minimal amount of blood, harvestable in a newborn, to check for
the expression of MTM1 would be useful to aid a rapid diagnosis of
X-linked myotubular myopathy that is key for parents counseling
and health care. Here we show that blood platelets express a suf-
ﬁcient amount of MTM1 to be used in blood sample-based diag-
nostic test. Indeed, one hundred microliters of blood, is sufﬁcient to
detect MTM1 by western blotting in platelet- and leukocyte-rich
fraction. Unfortunately, using currently available MTM1 anti-
bodies we were unable to develop a ﬂow cytometry-based method
to detect the protein in whole blood or platelet rich plasma.
Development of new antibodies against MTM1 may allow to set up
this type of ﬂow cytometry method which would be very conve-
nient as it is rapid, uses minimal amount of blood and is available in
most hospital laboratories. Since MTMR2 is also expressed in
platelets the diagnostic test could be extended to other
myotubularin-related diseases [34].
While we found most myotubularins present in megakaryo-
cytes, their role in these cells and in platelets remains unknown.We
found that platelet MTM1 is a highly active 3-phosphatase able to
selectively hydrolyze PtdIns3P and PtdIns(3,5)P2 in vitro. It was
mainly present in the isolated membrane fraction and co-localized
with a a-granule marker, and mainly with a dense granule marker.
However, our data show that MTM1 is dispensable for platelet
production, as no thrombocytopenia was noted in MTM1 KO mice
and for platelet function, as no aggregation and secretion dys-
functions could be observed following thrombin or collagen stim-
ulation. This is consistent with the fact that no bleeding diathesis
has been reported in X-linked myotubular myopathy patients and























































































































Fig. 4. Myotubularins transcript during megakaryocytes differentiation. The mRNA
level of different members of the myotubularin family was quantiﬁed and normalized
against HSP70 mRNA expression which was stable in (A) human hematopoietic pro-
genitors differentiated to megakaryocytes in the presence of TPO or (B) the mega-
karyocytic cell line MEG-01 cells differentiated in the presence of valproic acid. The
DDCT method was used to calculate the fold change in gene expression. Results shown
are expressed as mean ± SEM of at least 3 independent experiments. Signiﬁcant dif-
ferences: *p < 0.05.
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deﬁciency [35].
Indeed, the mRNA level of several members of the myotubularin
family increased during in vitro differentiation of human hemato-
poietic progenitors into megakaryocytes as well as following dif-
ferentiation of the human megakaryoblastic MEG-01 cell line with
valproic acid [28]. Functional redundancy mechanisms have been
described in zebraﬁsh where the skeletal muscle phenotype of the
mtm1 morphants was rescued by delivery of MTMR1 or MTMR2
[36].
In conclusion, our data show the presence of MTM1 andMTMR2
in human platelets and suggest that minimal amounts of blood can
be used to develop a rapid diagnostic test for genetic pathologies
linked to loss of expression of these lipid phosphatases. We also
show that MTM1 is dispensable for platelet production and func-
tion and that other active myotubularins could compensate for
MTM1 loss in megakaryocytes and platelets.
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  Conclusion : 
Cette étude nous permet de proposer une technique rapide pour la détection de la protéine 
MTM1 dans les plaquettes. En effet, en utilisant moins de 100 µl de sang, nous avons pu 
détecter la protéine MTM1 par immunoblot. Cette technique pourra être appliquée à 
d’autres membres de la famille des myotubularines mutées dans d’autres maladies 
génétiques, comme MTMR2, dont la détection par immunoblot est également réalisable. 
Nous avons déterminé par fractionnement cellulaire, que la protéine MTM1 est présente 
majoritairement dans la fraction membranaire et faiblement dans le cytosol. Nous avons 
précisé la localisation de MTM1 par immunofluorescence sur les granules denses. 
Cependant, du point de vue fonctionnel, MTM1 ne semble pas essentielle dans le contrôle 
des fonctions plaquettaires. En effet, nous montrons que les souris knockout pour MTM1 
ne possèdent aucun défaut plaquettaire. Suite à une stimulation au collagène ou à la 
thrombine l’agrégation plaquettaire est comparable à celle des souris WT. De même, la 
sécrétion des granules alpha, mesurée par l’expression de la P-sélectine, n’est pas affectée 
par l’absence de MTM1. Ceci peut s’expliquer par les mécanismes de redondance des 
myotubularines. En effet, l’analyse de l’expression des différentes myotubularines 
augmente au cours de la différenciation des progéniteurs hématopoietiques humains en 
mégacaryocytes suggérant la présence de plusieurs myotubularines actives dans les MK et 




Article 2 : Rôle de PIKfyve et du PtdIns5P dans la dynamique 
et l’intégrité des granules plaquettaires 
  Contexte scientifique : 
Les plaquettes jouent un rôle majeur dans l’hémostase en relarguant le contenu de leur 
granules denses et alpha au site de lésion vasculaire. Les granules denses sont formés à 
partir des corps multivésiculaires (MVB) (Ambrosio et al., 2012; Youssefian and Cramer, 
2000) et les granules alpha à partir du trans-Golgi ainsi que des MVB (Blair and 
Flaumenhaft, 2009) au niveau des MK. L’analyse des mutations présentes chez des 
patients présentant des diathèses hémorragiques dues à des défauts granulaires a permis de 
mettre en évidence l’implication de protéines du trafic vésiculaire dans la biogenèse de 
ces granules. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la biogenèse et le 
contrôle de l’identité de ces granules dans les MK restent encore peu définis. 
Au cours de ces dernières années les PI sont apparus comme des acteurs majeurs du trafic 
vésiculaire en tant que régulateurs de la localisation de protéines. Bien que des études 
récentes aient clarifié les fonctions du PtdIns5P dans les cellules, celui-ci reste l’un des 
lipides les plus énigmatiques de la famille des PI. Le PtdIns5P est impliqué dans la 
régulation du trafic vésiculaire ainsi que dans la dynamique du cytosquelette d’actine 
(Boal et al., 2015, 2016; Viaud et al., 2014b). Il peut être produit par la kinase PIKfyve 
d’une façon directe à partir du PtdIns ou indirecte en phosphorylant le PtdIns3P en 
PtdIns(3,5)P2 qui sera à son tour déphosphorylé en PtdIns5P (Shisheva, 2013). Cependant, 
dans les MK et les plaquettes le rôle de ce PI ainsi que sa localisation restent inconnus. 
Dans ce travail, j’ai étudié le rôle de PIKfyve et de son produit le PtdIns5P dans la 
régulation de la biogenèse des granules plaquettaires dans une lignée cellulaire 
leucémique en crise mégacaryoblastique, les MEG-01 et dans les MK primaires. Cette 
étude nous a permis de montrer l’implication du PtdIns5P tout d’abord dans les 
mégacaryocytes et ensuite dans le maintien de leur fonction une fois mature dans les 
plaquettes. Les résultats sont présentés dans l’article suivant.  
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Phosphatidylinositol 5-phosphate (PI5P), one of the last characterized phosphoinositide, has 
recently emerged as a regulator of vesicular trafficking. However, its function in 
megakaryocytes and platelets is poorly known. Here we show that PI5P increases during the 
megakaryocytic MEG-01 cell line maturation and localizes on late vesicular compartments as 
well as on dense (DG) and alpha (AG) secretory granules. Using the selective PIKfyve 
inhibitor STA5326, we demonstrate the implication of PIKfyve in the production of a major 
pool of PI5P in megakaryocytes. We further show that inhibition of PIKfyve induces a 
reversible loss of AG and DG granule identity in differentiated MEG-01 cells and primary 
mouse megakaryocytes. Moreover, we show that PIKfyve and microtubules control granules 
motility. Remarkably, addition of cell permeant PI5P was able to restore both granules 
identity and motility after STA5326 treatment. Finally, we show that PIKfyve inhibition also 
affects platelets granule integrity culminating in defects in platelet secretion and thrombus 
formation under flow. Taken together our data demonstrate that PIKfyve and PI5P control the 





Platelets are known to play a major role in hemostasis and thrombosis. They are rapidly 
recruited to the site of vascular injuries to prevent bleeding and are now recognized to be key 
elements in many other physiopathological processes 1. They are produced from 
megakaryocytes (MK) in the bone marrow following a long and complex maturation process, 
involving polyploidy and extensive membrane remodeling 2, 3.  
Platelets contain specialized secretory compartments: the dense (DG) and the alpha granules 
(AG) which both contain a number of molecules essential for their functions. DG or AG 
granules deficiencies have been linked to bleeding disorders in patients, stressing out the 
importance of granules in hemostasis 4-6. Hermanksy-Pudlak syndrome, grey platelet 
syndrome or arthrogryposis renal dysfunction and cholestasis (ARC) syndrome are among the 
best characterized pathologies linked to granule defects. DG concentrates small molecules 
like ADP, serotonin, calcium and polyphosphates while AG contain cargos proteins like P-
selectine, fibrinogen, thrombospondin, Von Willebrand factor and growth factors. DG 
develops from late endosomes/multivesicular bodies (MVB) during MK maturation, at least 
in part by receiving newly synthesized membrane proteins through vesicular trafficking 7, 8. 
On the other hand, AG cargos are synthesized in the trans-Golgi network or derived from 
endocytosis through MVB 9, 10. Proteins important for vesicular trafficking have been shown 
to regulate granules biogenesis, like small G proteins of the Rab family for DG and vesicular 
proteins for AG 8. However, the molecular mechanisms involved in the biogenesis and the 
control of the identity of these granules in the MK are still poorly known and impede our 
understanding of granules deficiency in platelets 11.  
In recent years, phosphoinositides (PIs) have emerged as key actors in signaling, cytoskeleton 
remodeling and vesicular trafficking, playing an important role as spatial regulators of many 
proteins 12, 13. The role of the different PIs in MK maturation is still poorly known 14. 
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Phosphatidylinositol 5-phosphate (PI5P) remains one of the most enigmatic members of the 
PIs family due to its low abundance, although recent findings have helped to clarify its 
function 15, 16. Indeed, PI5P has been recently shown to be involved in the regulation of 
vesicular trafficking and membrane cytoskeleton dynamic 17-20. However, the role, 
localization and metabolic pathway of PI5P are completely unknown in MK and platelets. 
How PI5P is produced in cells is still questioned and several routes are proposed. The lipid 
kinase PIKfyve has been proposed to be a major source of PI5P in mammals 15. This 5-kinase 
produces PI5P either through the direct phosphorylation of phosphatidylinositol or by a PI3P–
PI(3,5)P2–PI5P route with the concerted action of PIKfyve and the 3-phosphatases of the 
myotubularin family 15, 21. PIKfyve has been involved in the retrograde transport, in the 
degradative pathway where it facilitates EGFR degradation 22, 23, in the trafficking of ion 
channels 24, in GLUT4 mobilisation in adipocytes and muscular cells 25, 26 and in 
catecholamine secretion 27. PIKfyve also controls matrix metalloproteases secretion and thus 
migration and invasion in cancer cells 19, 28. The discovery of PIKfyve inhibitors, the 
YM201636 or more recently the more selective STA5326 and APY0201 compounds has 
helped to decipher the function of PIKfyve in cells 29, 30, particularly in inflammation or in 
endosome maturation in macrophages 30-32. A clinical trial has been set up to test the effect of 
STA5326 in the treatment of chronic inflammatory diseases like Crohn disease 33. 
Here, we investigated the role of the PIKfyve and its product PI5P in granules maintenance 
and homeostasis in the megakaryocytic cell line MEG-01 and in primary MK. We show that 
PI5P is localized on late endocytic compartments and on both AG and DG granules. 
Inhibition of PIKfyve with STA5326 unraveled a key role of this kinase in the control of the 
integrity and identity of the DG and AG granules and in their mobility. These results show 
that maintenance of DG and AG is an active process under the control of PIKfyve and PI5P. 
We also provide evidences for a role of PIKfyve in platelets granules identity culminating in 
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defects in platelet secretion and thrombus formation under flow. Altogether our data 
emphasize a key role for the kinase PIKfyve via the production of PI5P in granules integrity 





Antibodies and reagent 
The antibodies used in this study are as follow: anti-HSC-70, anti-PIKfyve, anti-lamp2, anti-
PF4, and anti-MRP4 from Santa Cruz Biotech; anti-CD63 from Ab Serotec; anti-CD61-FITC 
from MACS Milteny Biotech; anti-CD41-PE from Beckman Coulter; anti-VPS34 from Cell 
signaling; anti-EEA1 from BD Bioscience; anti-Rab7 from Sigma Aldrich. STA5326 was 
purchased from Axon, mepacrine, fibronectin and valproic acid from Sigma-Aldrich. 
Lysotracker-Red DND-99, Oregon green fibrinogen, Alexa-594 fibrinogen were purchased 
from Invitrogen. MTM1 antibody 1947 is a gift of J. Laporte (IGBMC, Illkirch) and MTMR2 
is a gift of A. Bolino (Dulbecco Telethon Institute, Milano). CRP was from Pr Richard 
Farndale laboratory (Cambridge, UK). 
Cell culture 
MEG-01 cells were obtained from DSMZ and cultured in RPMI-1640 medium supplemented 
with 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin and 0.3 
μg/mL of Glutamine. Cells were differentiated with 2.10-3M of valproic acid for 5 days and 
treated with 200nM STA for 16 hr otherwise stated. 
MEG-01 cells were transfected using the Nucleofector electroporation system (Lonza) 
following manufacturer instructions using the Cell Line Nucleofector Kit C and the X-005 
program. For siRNA treatments, two sequential transfections were performed on days 3 and 5 
and cells were analyzed on day 6. Oligonucleotides (Ambion) used for siRNA are as follows: 
Control siRNA 4390843, PIKfyve (Sense : 5’-CCUGGCAUCACAUUUAACAUGUUAU-3’;  
Antisense : 5’-AUAACAUGUUAAAUGUGAUGCCAGG-3’). For fluorescent fibrinogen 
uptake experiments, cells were incubated for 16h at 37°C in medium containing 200 PM 
Oregon green Fibrinogen or Fibrinogen Alexa Fluor 594 (Invitrogen) with 100 U/ml of 
refludan from Celgen France. For mepacrine uptake, the dye was added to cells to a final 
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concentration of 10 μM followed by a 30min incubation at 37°C and then washed twice with 
PBS prior to live cell imaging. 
In vitro megakaryocytes differentiation 
Bone marrow (BM) cells were obtained from femur and tibia of anesthetized C57BL/6 mice 
by flushing, and lineage depletion was performed using antibodies to CD16/CD32+, Gr1+, 
B220+ and CD11b+. The remaining cell population was cultured in 2.6% serum-
supplemented Stempro medium with 2 mM L-glutamine, 100 IU/mL penicillin, 50 mg/mL 
streptomycin, and 20 ng/mL murine stem cell factor (SCF) at 37°C under 5% CO2 for 2 days. 
Cells were then cultured for 3 additional days in the presence of 20 ng/mL SCF and 50 ng/mL 
of murine TPO. After 3 days of culture in the presence of TPO, the cell population was 
enriched in mature MKs using a 1.5%-3% bovine serum albumin (BSA) gradient under 
gravity for 35min at room temperature. 
Preparation of platelet from human blood samples and secretion experiments 
Blood from healthy donors was purchased from the Etablissement Français du Sang, 
Toulouse. Platelets were isolated from blood collected under citrate by successive 
centrifugation steps. Briefly, they were washed in a buffer (pH 6.5) containing 140 mM NaCl, 
5 mM KCl, 5 mM KH2PO4, 1 mM MgSO4, 10 mM HEPES, 5 mM glucose and 0.35 % 
bovine serum albumin (BSA) (w/v). The same buffer containing 1 mM CaCl2 was added to 
the final suspension, and pH was adjusted to 7.4. 
Platelets were stimulated with CRP (0.5µg/ml) and secretion was monitored by a 
turbidimetric method using a dual-channel aggregometer with continuous stirring at 900g at 
37°C. ATP secretion was recorded by measuring the luminescence with the Chronolum 
luciferin-luciferase reagent from Chrono-log (Stago) using the Chrono-log aggregometer 
(Stago). 
Flow assays on collagen matrix 
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Biochips microcapillaries (Vena8Fluoro+, Cellix) were coated with a collagen fibril 
suspension (50 μg/ml) for 1h and saturated with a solution of 0.5 % BSA. Blood was drawn 
into heparin (10 IU/ml), and platelets were labeled with DIOC6 from Life Technologies (2 
μM) in whole blood. Using a syringe pump (PHD-2000, Harvard Apparatus), labeled blood 
was then perfused through a microcapillary for 3min at a wall shear rate of 1500 ou 4000 s-1. 
Platelet adhesion and thrombus formation was visualized with a 40x oil immersion objective 
for both fluorescent and transmitted light microscopy and recorded in real time (1 frame every 
5 sec) with ORCA Camera (Zeiss). Image sequences of the time lapse recording and analysis 
of surface coverage were performed offline on single frame by quantification of pixel surface 
after manual thresholding using ImageJ. Thrombi volumes are calculated by thresholding of 
surface covered by thrombi on slice of Z-stack images and addition of voxel (automatically 
converted into μm3 by Zen® Zeiss software) 
Cloning of VMAT2 
The cDNAs for VMAT2 was amplified from total RNA of MEG-01 cells by reverse 
transcriptase-PCR and subsequently cloned in-frame into pEGFP and pmCherry using the 
following primers: 5’-CGGAATTCTATGGCCCTGAGCGAGCTGGCG-3’ and 5’-
CGGGATCCTCAGTCACTTTCAGATTCTTCATCTTCACC-3’ 
Confocal fluorescence microscopy 
For live cell imaging, cells were plated on labtek chambers (Nunc) coated with fibronectin 
(20 mg/ml) and differentiated with 2.10-3M valproic acid for 5 days. The samples were 
imaged using a temperature controlled chamber at 37°C and 5% CO2 on Zeiss LSM780 
confocal fluorescence microscope. 
For immunofluorescence experiments, cells were grown on coverslips and fixed 20min at 
room temperature in 4% paraformaldehyde. After several washes with phosphate-saline 
buffer (PBS), cells were permeabilized 10min with PBS 1% BSA 0.1% Triton then incubated 
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with the defined antibody for 1h. Immunofluorescence microscopy samples were examined 
using the same microscope described above. Fixed and live cell sample images were acquired 
and analyzed in Fiji and Zen software. 
Immunoblotting  
For immunoblotting, proteins were resolved on an 8% SDS–PAGE and transferred on 
nitrocellulose (Millipore). Membranes were then blocked in Tris-buffered saline + 5% BSA 
for 1 h, incubated with the described primary antibodies and detected with HRP-conjugated 
secondary antibodies (Promega) and Clarity Western ECL substrate (Biorad) according to the 
manufacturer’s manuals.  
Subcellular fractionation 
MEG-01 cells (80.106) were washed twice with cold PBS Ca2+/Mg2+ and suspended in 2ml 
HB (20 mM Hepes 10% sucrose). They were centrifuged at 2000 rpm for 10min were and 
resuspended in 1,5 volume in HB and lysed with 20 strokes using a 22G needle. Cells were 
then centrifuged at 2000 rpm for 10min and supernatant (PNS) was harvested. Density of 
PNS was evaluated and adjusted to 10%. The PNS was layered on top of a 10%-60% linear 
sucrose gradient and centrifuged for 6h at 26000 rpm with a SW-41 rotor. 1 ml Fraction were 
harvested from the top and stored at -80°C. 
Biotinylated GST-2XPHD probe 
Production and biotinylation of the recombinant GST protein fused to a tandem of PHD 
(GST-PHD2x) (Gozani et al, 2003) was as previously described (Coronas, BBRC, 2008). 
Briefly, GST-PHD2x was produced in BL21 RIL+ bacteria (Stratagene) and biotinylated 
using the BiotinTag Micro Biotinylation Kit (Sigma-Aldrich).  
Washout and recovery experiments with permeant PI5P 
MEG-01 cells differentiated with 2.10-3M of valproic acid for 5 days were treated overnight 
with 200 nM of STA5326. For washout experiments cells were then thoroughly washed with 
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PBS 5 times and mepacrine was added for a 30 min incubation prior to imaging. For PI5P 
recovery assays, cells were quickly washed and C4-PI5P (Echelon Inc.) at the given 
concentration in water was added prior live imaging on a Zeiss Axio Observer 
videomicroscope. 
Lipid extraction and PI5P mass assay 
Total lipids were extracted according to Blight and Dyer in the presence of HCl to a final 
concentration of 0.4 N and separated on Silica gel G60 plate in the CH3Cl/CH3COOH/NH3 
(9/7/2) solvent system. Monophosphorylated PIs were separated, scraped, eluted from silica, 
and assayed for PI(4,5)P2 formation in vitro using the recombinant-specific PI5P 4-kinase 
type IID and [γ-32P]ATP (Perkin-Elmer) as described by Morris et al. A standard curve was 
elaborated in the same conditions with C16-PI5P (Echelon Inc.). [γ-32P]PI(4,5)P2 generated 
was separated by TLC in the above solvent and detected by PhosphorImager (Molecular 
Dynamics). 
Flow cytometry 
Expression levels of CD41 and CD61 were measured by flow cytometry using specific 
fluorescent coupled antibodies. Samples of suspended cells were run through a cytometer BD 
Bioscience Fortessa until 10 000 events were collected per condition. Data obtained using 
flow cytometry was analyzed using Diva software. 
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using the unpaired Student’s t-test for comparison between 
two groups. For multi-group comparison, an ANOVA test was performed followed by a 
Bonferroni’s post-hoc test. Results are presented as mean+/-sem unless otherwise stated and 





PI5P increases with differentiation and localizes to late endosomal compartment in 
MEG-01 cells 
The MEG-01 megakaryocytic cell line provides a model system to study primary 
megakaryocyte (MK) differentiation and functions 8, 34, 35. To induce their differentiation, 
MEG-01 cells were treated with valproic acid, an HDAC inhibitor as previously described 35. 
Five days after treatment (D5), the cells displayed “proplatelet-like” elongations 
(supplemental Figure 1A), concomitantly with an increase in expression level of the typical 
markers of MK maturation CD41 and CD61 (supplemental Figure 1B). These experimental 
conditions were therefore used all along this study. 
We next quantified PI5P levels in MEG-01 cells by a specific mass assay as previously 
described 21, 36 and observed a significant increase in its level after differentiation (Figure 1A). 
Consistent with this observation, we observed an increase in the expression of several lipid 
kinases and phosphatases involved in PI5P production (Figure 1B). A two-fold raise in the 
expression of the myotubularins MTM1 and MTMR2 and class III PI3-kinase Vps34 and a 
3.5-fold increase in the 5-kinase PIKfyve were detected by immunoblotting (Figure 1C-D). 
Comparable range of increase in the expression of theses enzymes at the mRNA level was 
also measured (supplemental Figure 1C).  
The localization of PI5P was then assessed in differentiated MEG-01 cells by confocal 
microscopy using the PI5P biotinylated GST-2XPHD probe in fixed cells 37 or after 
transfection of the mCherry-PHD probe in living cells 38. Both tools clearly gave a punctuate 
localization for PI5P, suggesting that this lipid is localized on vesicular compartments (Figure 
1E-F). To further characterize PI5P localization, we performed colocalization studies using 
mcherry- or GFP- PHD probe with markers of early endosomes (EEA1), late endosomes 
(Rab7) and lysosomes (lysotracker). Our results showed that PI5P is preferentially localized 
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on late compartments compared to early compartments (Figure 1G-H). As shown in 
supplemental Figure 2A, in differentiated MEG-01 cells, PI5P did not localize with PI3P-rich 
compartments labeled by the 2XFYVE probe.  
 
PI5P localization on alpha and dense granules in MEG-01 cells 
MK are specialized in platelets production and have a highly dynamic membrane remodeling 
and trafficking. They contain specific compartments such as MVB at the origin of AG and 
DG that will be loaded in platelets. These are present in differentiated MEG-01 cell line 
where they are believed to originate from MVB/late endosomes 8. We therefore checked 
whether PI5P was present on those specific granules. We first resorted to 
immunofluorescence studies using the DG integral membrane protein LAMP2 and the AG 
cytokine PF4 and showed that PI5P, labeled by the mCherry-PHD probe, was present on both 
granules (Figure 2A), as shown by determination of the Pearson’s coefficient (Figure 2B). 
This partial colocalization of PI5P was further confirmed by live cell imaging studies, using 
the serotonin transporter VMAT2 as a marker of DG and the uptake of fluorescent fibrinogen, 
known to be stored in AG (Figure 2C and quantified in Figure 2D). In order to quantitatively 
assess PI5P levels in DG vs AG, we next used subcellular fractionation on a linear 10-60% 
sucrose gradient as described 8. Enrichment of each granule was confirmed by 
immunoblotting the obtained fractions using LAMP2 and MRP4 as a DG marker and PF4 as 
an AG marker (Figure 2E-F). The pooled DG fractions 7-8-9 and the pooled AG fractions 1-
2-3 were assayed for PI5P using the in vitro mass assay. As shown in Figure 2G, DG harbor 
high amounts of PI5P compared to AG, with a 50 fold ratio between the two populations. 
Overall, these data show that PI5P is present on AG but much more on DG in MEG-01 cells, 




PIKfyve is responsible for PI5P synthesis in differentiated MEG-01 cells 
The lipid kinase PIKfyve has been shown to be one of the enzymes responsible for PI5P 
production in mammalian cells 15. The increase in its expression during MEG-01 cells 
differentiation (see Figure 1B-C) stimulated us to check whether pharmacological inhibitors 
of PIKfyve would modulate PI5P levels. Inhibition of PIKfyve was achieved using the 
specific pharmacological inhibitor STA5326, also known as apilimod 30. STA5326 did not 
affect MEG-01 differentiation, as long-term treatment for up to 9 days with the inhibitor had 
no effect on CD41 and CD61 expressions (supplemental Figure 3A). PI5P levels were then 
assessed in differentiated MEG-01 cells treated with STA5326 for 16h. Our results showed 
that STA5326 decreased PI5P in a dose-dependent manner culminating in a 75% reduction 
with a concentration of 200nM (Figure 3A). Interestingly, the decrease in PI5P was also 
visualized by imaging as the mCherry-PHD probe was released from the granules to the 
cytosol following STA5326 treatment (Figure 3B). 
 
Inhibition of PIKfyve affects granules integrity in MEG-01 and primary MK 
Treatment of MEG-01 cells with STA5326 for 16h induced a vacuolar phenotype (Figure 3C-
D). To check wether STA5326 treatment affected the integrity of the AG and DG in 
differentiated MEG-01 cells, we labeled DG in live cells with mepacrine, a well-known green 
fluorescent dye used to label platelet DG 39. Mepacrine colocalized with the DG marker 
VMAT2 allowing its use as a bona fide marker for DG in living cells (supplemental Figure 
2B). AG were labeled by fluorescent fibrinogen uptake. Live cell fluorescence confocal 
microscopy analysis. Our data show that PIKfyve inhibition induced the formation of 
enlarged vacuoles, which lumen were labeled with both mepacrine and fibrinogen, suggesting 
a fusion of the granules or a mis-sorting of the markers in the vacuoles (Figure 3C). This 
phenotype was also observed when PIKfyve was inhibited with YM201636 (Supplemental 
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Figure 3B-C). To confirm these results, we knocked PIKfyve expression down using specific 
siRNA, reaching a 80% decrease in its expression (supplemental Figure 3E-F). PIKfyve 
silencing phenocopied STA5326-treatment, with the formation of enlarged vacuoles co-
labeled with mepacrine and fibrinogen (supplemental Figure 3G). The effect of PIKfyve 
inhibition on granule integrity and identity was confirmed on fixed cells where DG and AG 
were respectively labeled with LAMP2 and PF4. As shown in Figure 3D, STA5326-treatment 
resulted in a relocalization and a colocalization of both markers on the membrane of the 
enlarged vacuoles, compared to control cells.  
We next analyzed the effect of PIKfyve inhibition on primary MK obtained from CD34+ cells 
from mice bone marrow. In control primary MK, under differentiation, we observed a partial 
colocalization of mepacrine and fibrinogen, probably in MVBs, which are at the origin of AG 
and DG (Figure 3E). Inhibition of PIKfyve induced a massive relocalization of mepacrine and 
fibrinogen in some of the enlarged vacuoles, confirming the role of PIKfyve in the 
maintenance of the granule or premature granules in primary MK. Some vacuoles were 
however exclusively labeled with mepacrine, suggesting the persistence of some intact sorting 
in differentiating primary MK (Figure 3E). To check whether PIKfyve inhibition induces a 
loss of identity of mature AG and DG, we inhibited the kinase in platelets. Remarkably, 
treatment with STA5326 also led to a loss of granule identity in platelets. Indeed, an increased 
colocalization of Von Willebrand Factor (vWF) and serotonin, used to label AG and DG 
respectively was observed following STA5326 (Figure 3F) and quantified by analysis of 
Pearson’s coefficient (Figure 3G).  
 




Since STA5326 is a reversible inhibitor, we wondered if granules integrity would be restored 
after washout of the inhibitor. MEG-01 cells treated with STA5326 for 16h were extensively 
washed with PBS and further incubated in medium for up to 3 days. We observed that 24h 
after washout, the identity of DG was restored (as shown by the localization of mepacrine), 
while a longer time was needed for AG (as shown by the fibrinogen staining, Figure 4A). 
However, after 72h, both AG and DG identity was fully restored and the phenotype of the 
cells was indistinguishable from the control indicating a fully the reversibility of the process 
after a few days. 
We next questioned the ability of exogenous cell-permeant PIs to overcome PIKfyve 
inhibition. To test whether the observed phenotype following PIKfyve inhibition was 
dependent on the defect of PI5P production, MEG-01 cells treated with STA5326 for 16h 
were quick-washed with PBS before addition of increasing concentrations of exogenous PI5P. 
20 min after the addition of 15 µM PI5P, we observed a partial restoration of DG and AG 
identity, with some remaining enlarged vacuoles colabeled with mepacrine and fibrinogen 
(Figure 4B). At this concentration of lipid, a longer incubation time was needed to completely 
restore granule identity (i.e. up to 5h, data not shown). Increasing PI5P concentration to 50 
µM lead to the complete restoration of granules identity within 20 min (Figure 4B). The effect 
of PI5P addition was quantified in Figure 4C, where the area of granules labeled with either 
mepacrine or fibrinogen was measured. These results suggest that the effect of PIKfyve on 
granule identity is PI5P dependent. 
 
Addition of exogenous PI5P restores granule mobility after PIKfyve inhibition 
As inhibition of PIKfyve affects granule identity we wonder if it could also affect their 
mobility. We first characterized DG and AG mobility in differentiated MEG-01 cells. AG 
were labeled with fluorescent fibrinogen and their mobility was analyzed by time lapsed 
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confocal microscopy and images were extracted (Supplemental Figure 4). Treatment of cells 
with the actin polymerization inhibitor cytochalasin D did not perturb the mobility of the AG 
(Supplemental Figure 4, Cyto D). Conversely, treatment with nocodazole, an inhibitor of 
microtubule polymerization induced a total arrest of AG mobility (Supplemental Figure 4, 
Nocodazole). The same results were observed for DG labeled with mepacrine (data not 
shown) and confirmed in MEG-01 the role of microtubules in granules mobility previously 
observed in primary MK 40. 
Strikingly, granule mobility was lost after PIKfyve inhibition by STA5326 (Figure 4D-E, 
STA5326 and Supplemental movie 1-2) or by YM201636 (Supplemental figure 3D) 
compared to vehicle treated MEG-01. These data indicate that granule mobility in MEG-01 
cells is dependent on PIKfyve activity. Next, we investigated granule dynamics in washed out 
cells. In contrast to granule identity, even after 72h their mobility was not restored as shown 
in Figure 4D-E and in supplemental video 3 for DG labeled with mepacrine. Similar results 
were obtained on AG (data not shown). These data suggest that the effect of PIKfyve 
inhibition on granule mobility is not reversible even after 72h and is therefore molecularly 
distinct from the reacquisition of granule identity. Remarkably, addition of exogenous PI5P 
was able to restore granule mobility in STA5326-treated cells (Figure 4D, 50 PM PI5P and 
supplemental movie 4), suggesting that PIKfyve inhibitory effect on granule mobility is PI5P 
dependent. 
 
PIKfyve inhibition affects human blood platelet functions 
As we observed that PIKfyve inhibition by STA5326 led to a loss of granules identity in 
platelets (see Figure 3F-G), we questioned if PIKfyve inhibition would impact on platelet 
functions. As shown in Figure 5A, platelet secretion measured on whole blood challenged 
with the agonist CRP (collagen-related peptide) was significantly decreased by STA5326. 
96 
 
Moreover, platelet thrombus formation on collagen matrix using whole blood perfused in a 
microfluidic flow assay was strongly reduced by PIKfyve inhibition (Figure 5 B-C). This 
effect was observed under conditions of normal arterial shear rate (1500 s-1) and was even 
more pronounced under pathological shear rate conditions (4000 s-1). Platelet thrombus 
formation under flow is known to require granule secretion (ref inhibition par ADP). The 
volume of the thrombus formed at the end of the blood perfusion was significantly reduced by 
STA5326 treatment in both low and high shear stress conditions (Figure 5E). In conclusion, 
these data demonstrate for the first time that inhibition of PIKfyve affects granule identity and 





Platelet granule integrity is a key element for platelet functions and the molecular 
mechanisms involved in the biogenesis and maintenance of these granules are challenging to 
apprehend due to the difficulty to assess membrane trafficking in these cells. Granules are 
generated in bone marrow MK, which are primary cells difficult to handle, transfect and 
cultivate. We therefore turned to the megakaryocytic cell line MEG-01, which on many points 
resembles primary MK and has been used and validated to study DG biogenesis 8. Although a 
role for PI5P in platelets was foreseen years ago, as its production was shown to increase 
under platelet activation with agonists like thrombin 41, its precise role remained unknown. 
Taking advantage of the availability of a selective PIKfyve inhibitor, STA5326 30, we 
demonstrate here a new role for this kinase and its product PI5P in the maintenance of the 
integrity and the mobility of AG and DG granules. 
 
In this study we found that PI5P localizes on late compartments, i.e. late endosomes and 
lysosomes. This is in contrast to our previous reports using Hela, BHK or MEF cells where 
PI5P localizes on early/signaling endosomes 17, 42. However, in those studies PI5P was 
produced by the bacterial 4-phosphatase IpgD that hijack the PIs metabolism and produces 
PI5P from plasma membrane PI(4,5)P2. Here, in MEG-01 cells, we observed that PIKfyve an 
important enzyme in the synthesis of PI5P, as its inhibition with STA5326 reduced PI5P by 
75%. The remaining 25% is most likely synthesized by the action of lipid phosphatases like 
the PI(4,5)P2 4-phosphatase 16, 43. PIKfyve 44 and myotubularins 45 have been localized on late 
endosomal compartments, which is consistent with our observation that PI5P localizes in 
MEG-01 cells on a Rab7-positive compartment, i.e. late endosomes. We also observed that 
expression of the myotubularins MTM1 and MTMR2 as well as of the class III PI3-kinase 
(Vps34) increased during MEG-01 differentiation, suggesting that they may potentially 
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contribute to PI5P metabolism. In beta-pancreatic cells, PI5P was mainly present on plasma 
membrane, endoplasmic reticulum and/or golgi and the knockdown of the type II PI5P4KD, 
that transforms PI5P into PI(4,5)P2, resulted in an increase of PI5P that was then enriched in 
endoplasmic reticulum/golgi 46. These observations support the notion of specific PI5P pools 
generated from different enzymatic source depending on the cell type. Here we show for the 
first time that PI5P is present on the specialized secretory AG and DG compartments. 
Quantification of PI5P by a mass assay revealed strong differences, PI5P being 50 fold higher 
in DG than AG. As these granules are generated from late endosomes, we can propose that 
there might be a specific sorting mechanism to concentrate PI5P to DG rather that AG. 
Alternatively, this specific PI5P pool could arise from in situ synthesis. More work is needed 
to clarify this point. 
 
In MK, granules reach proplatelets tips by a bidirectional movement involving the travel of 
granules along microtubules and the sliding of microtubules relative to each other 40. We 
confirmed the role of microtubules in granule trafficking in MEG-01 cells using nocodazole. 
Our data also show a role for PIKfyve in granule motility in MEG-01 cells. Such a role has 
been recently proposed on late endosome motility in neuronal dendrites 47. The authors 
proposed that PIKfyve function on motility is an indirect consequence of its role on the 
vesicle integrity. This might not be the case in our study as we found that following the 
washout of STA5326, integrity of the DG was restored but not their motility, suggesting that 
integrity and motility are not directly linked. It is also possible that STA5326 traps PIKfyve 
together with a binding partner involved in granule motility along microtubules. Such an 
interaction would be more difficult to reverse by washout alone. A link between PIKfyve and 
microtubules has been proposed through its interaction with JLP, a kinesin adaptor 48, 
however the putative function of JLP in MK granule motility is still to be determined. 
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In contrast to the washout of the inhibitor, addition of exogenous PI5P following PIKfyve 
inhibition was able to restore granule identity and motility. Our results could be explained by 
considering different turnover rates for the different pools of PI5P in cells. Indeed, one could 
postulate that the basal amount of PI5P necessary to ensure granule identity could be restored 
quickly after STA5326-washout (fast turnover), while higher concentration of PI5P (slow 
turnover) would be necessary to ensure granule motility through the recruitment of specific 
PI5P-effector needed for this transport. 
 
In platelets, granules are filled with molecules ready to be used following platelet activation 
to ensure efficient hemostasis and also wound healing. Remarkably, inhibition of PIKfyve 
also induced the formation of chimeric granules bearing both AG and DG markers. This is the 
first description of such a role for PIKfyve. Consistent with this redistribution, we observed a 
defect in CRP-induced platelet secretion after STA5326 treatment. Thrombus formation under 
arterial or pathological shear rate on collagen matrix was also affected by PIKfyve inhibition 
with a significant reduction of the thrombus formation. Recently, Min and colleagues 
developed a mouse model exhibiting a knockout of PIKfyve in the MK lineage 49. This 
specific knockout led to an increased arterial thrombosis, with a defect in the maturation of 
lysosomes in platelets resulting in excessive release of lysosomal enzymes. This was 
accompanied by a multi-organ defect and an increased inflammatory response in these mice. 
It is interesting to note that PIKfyve inhibition by STA5326 or APY0201 has been shown to 
result in anti-inflammatory response in cells 30, 31. These discrepancies could be the 
consequence of the long-term ablation of the protein all along the MK maturation process in 
the bone marrow or due to the knockout strategy used by the authors. Indeed, they targeted 
the kinase activation loop of PIKfyve (exons 37-38), probably hoping to conserve some 
docking activities (i.e. binding partners), with a total loss of the enzymatic activity. These two 
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strategies are very different of the acute inhibition of the kinase by pharmacological 
inhibitors. Moreover, one cannot rule out potential side effect of PIKfyve ablation with 
compensatory mechanisms or loss of expression of PIKfyve partners.  
 
In conclusion, we unravel in this study the role of PIKfyve in the control of the integrity and 
the motility of AG and DG granules in the megakaryocytic cell line MEG-01 through its 
product PI5P. In addition, we show that pharmacological inhibition of PIKfyve impairs 
granule identity in platelets and affects platelet functions. This paves the way to the use of 
PIKfyve inhibitors as anti-thrombotic strategies, although more work needs to be done to 
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Figure 1: PI5P levels increases during MEG-O1 diferentiation and is localized on late 
compartments  
 (A) Total lipids were extracted from 10.106 MEG-01 cells treated or not with 2.10-3 M 
valproic acid (VA) for 5 days and PI5P levels were measured using a mass assay as described 
in Methods. Data represent the average of 5 independent experiments. **P <.01 compared to 
D0. (B) Schematic representation of the metabolic pathways for PI5P synthesis (C) Lysates 
from control or differentiated MEG-01 cells were resolved by western blot and analyzed for 
PIKfyve, MTM1, MTMR2 and Vps34 protein expression with appropriate antibodies. Hsc70 
was used as a loading control. (D) Quantification of (C) from 3 to 5 independent experiments. 
(E) MEG-01 cells differentiated with VA for 5 days were fixed, permeabilized and PI5P was 
localized with the biotinylated Bio-GST-2XPHDING2 recombinant probe revealed with 
streptavidin Alexa-594. (F) MEG-01 cells were nucleofected with the mcherry-PHD encoding 
vector and differentiated with VA for 5 days on fibronectin-coated chambers. (G) 
Differentiated MEG-01 cells were nucleofected with the mcherry-PHD or GFP-PHD 
encoding vectors, fixed, permeabilized and stained with the different antibodies. Lysotracker 
was added 30 min prior to cell fixation. (H) Pearson’s coefficient assessing the colocalization 
of the PHD probe vs markers. ***P < .001 compared to EEA1. 
 
Figure 2: PI5P is present on alpha and dense granules 
(A) MEG-01 cells were nucleofected with the mcherry-PHD encoding vector and 
differentiated with VA for 5 days on fibronectin coated coverslips. Cells were fixed, 
permeabilized and stained with Lamp2 or PF4 markers. (B) Pearson’s coefficient assessing 
the colocalization of the PHD probe vs markers. (C) MEG-01 overexpressing the indicated 
constructs were incubated when required with fluorescent fibrinogen (D) Pearson’s 
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coefficient assessing the colocalization of the PHD probe vs markers. (E) MEG-01 cells 
differentiated for 5 days were fractionated as described in Methods. Fractions were resolved 
by western blot and analyzed for MRP4, PF4 and Lamp2 protein expression. (F) 
Quantification of (E) from 3 independent experiments. (G) Lipids were extracted from pooled 
AG and DG fractions and PI5P level was measured using a mass assay as described in 
Methods. Results represent the averages of 3 independent experiments. **P <.01 compared to 
AG. 
 
Figure 3: STA5326 decreases PI5P levels and affect granule identity  
(A) Lipids were extracted from differentiated MEG-01 cells treated or not with STA5326 and 
PI5P levels were measured using a mass assay as described in Methods. Data represent the 
averages of 3 independent experiments *P < 0.05 ***P < .01 compared to untreated cells. (B) 
MEG-01 cells expressing mcherry-PHD, differentiated with VA for 5 days were treated or not 
with STA5326 and fixed. (C) Differentiated MEG-01 treated or not with STA5326 were 
incubated with fluorescent fibrinogen and with mepacrine 30min before observation. (D) 
Differentiated MEG-01 treated or not with STA5326 were fixed, permeabilized and stained 
for Lamp2 and PF4 MEG-01 cells transfected with control siRNA (siControl) or siRNA 
targeting PIKfyve were treated or not with STA5326 and analyzed like in (C). (E) Primary 
MK treated or not with 1µM of STA5326 were incubated with fibrinogen and mepacrine like 
in (C). (F) Resting platelet from PRP treated or not for 1h with 1µM of STA5326 were fixed, 
permeabilized and stained with the indicated antibodies (G) Pearson’s coefficient assessing 
the colocalization of serotonin and vWF.  
 
Figure 4: Restoration of normal granules phenotype by PI5P 
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(A) Differentiated MEG-01 cells treated or not with STA5326 were washed out for 24h or 
72h and incubated with fluorescent fibrinogen and with mepacrine 30 min before observation. 
(B) Differentiated MEG-01 cells were treated as in (A) and 15 or 50µM of C4-PI5P was 
added prior to imaging. (C) Quantification of the area of dense or alpha granules from (B). 
(D) Differentiated MEG-01 cells treated like in (A, wash 72h) or (B, STA5326+50µM PI5P) 
were imaged for time-lapse confocal microscopy. “V” labels the enlarged vacuoles. (E) 
Velocity of dense granules was calculated for each condition described above. Graphs 
represent the averages of multiple independent cells and are mean ± SEM; Student t test 
***P<.001. 
 
Figure 5: PIKfyve inhibition affects platelet functions 
(A) Whole blood was treated or not for 1h with 1µM of STA5326 and ATP secretion was 
measured after stimulation with CRP 0.5µg/ml. (B) DIOC6-labeled platelets in whole blood 
treated or not with 1µM STA5326 were perfused through a collagen-coated microcapillary at 
a physiological arterial shear rate of 1500 s-1 followed by a high pathological, shear rate of 
4000 s-1. Results shown are mean of 6 separate experiments. (C). Quantification of the 
thrombi volumes from (D). Graphs represent the averages of 6 independent experiments; 









(A) MEG-01 cells treated or not with 2.10-3 M VA for the time indicated were analyzed 
with Nikon Eclipe II microscope equiped with a x40 objective. Arrow show MEG-01 
proplatelets (B) Flow cytometry analysis of MEG-01 cells treated or not with 2.10-3 M 
valproic acid (VA) for the time indicated. Cells were stained with CD41 and CD61 
antibodies. Graphs represent the averages of 3 independent experiments and are mean ± 
SEM. (C) Real-time PCR analysis of MTM1, MTMR2, PIKfyve, Vps34 and CD61 
expression in MEG-01 cells. Gene transcripts were quantified using HSP70 expression 
that did not vary as an internal control. Graphs represent the averages of 3 independent 
experiments and are mean ± SEM. 
 





(A) GFP-2xFYVE and mcherry-PHD encoding vector were co-nucleofected in MEG-01 
cells and cells were differentiated with VA for 5 days on fibronectin-coated chambers. (B) 
mcherry-VMAT2 encoding vector was nucleofected in MEG-01 cells and cells were 
differentiated with VA for 5 days on fibronectin-coated chambers then treated for 30 min 
with 10 mM mepacrine to decorate dense granules. 
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(A) Flow cytometry analysis of MEG-01 cells treated or not with 2.10-3 M VA and 100nM 
STA5326 for the time indicated. Cells were stained with CD41 and CD61 antibodies. Graphs 
represent the averages of 3 independent experiments and are mean ± SEM. (B) Differentiated 
MEG-01 treated or not with YM201636 were incubated with fluorescent fibrinogen and with 
mepacrine 30min before observation (C) Pearson’s coefficient assessing the colocalization of 
mepacrine vs fibrinogen and quantification. (D) Velocity of dense granules was calculated for 
control or YM201636 treated cells. (E) Lysates from transfected MEG-01 cells with siControl 
or siPIKfyve were resolved by western blot and analyzed for PIKfyve protein expression with 
appropriate antibodies. Loading control was determined with HSC70 antibody. (F) Values 
were normalized to the level of PIKfyve expression in control cells. (G) Differentiated MEG-
01 treated with siControl or siPIKfyve were incubated with fluorescent fibrinogen and with 
mepacrine 30min before observation. Graphs represent the averages of 5 independent 
experiments and are mean ± SEM. 
 
SUPPLEMENTAL FIGURE 4 
 
 
Differentiated MEG-01 cells treated with fibrinogen alexa-594 overnight were incubated with 
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  Conclusion : 
Cette étude nous a permis de montrer l’implication de la kinase PIKfyve ainsi que de son 
produit le PtdIns5P dans la dynamique et l’intégrité des granules plaquettaires.  
Nous montrons que le PtdIns5P est présent sur les compartiments endosomaux tardifs des 
MEG-01 ainsi que sur les granules denses et alpha. Nous mettons également en évidence le 
rôle majeur de PIKfyve dans la synthèse de PtdIns5P dans ce modèle. L’inhibition 
pharmacologique de PIKfyve par le STA5326 induit la formation de vésicules élargies dans 
les MEG-01 et les MK primaires. Cette inhibition altère l’identité des granules avec 
l’apparition de vésicules élargies comprenant des marqueurs des granules denses et des 
granules alpha. L’implication de PIKfyve est confirmée par l’utilisation de siRNA PIKfyve. 
De plus, nous montrons que PIKfyve joue également un rôle dans la mobilité des granules. 
Enfin, nous démontrons que l’effet de PIKfyve sur l’intégrité et la mobilité des granules 
implique le PtdIns5P.  
Dans les plaquettes, l’inhibition de PIKfyve se traduit également par une perte d’identité des 
granules avec une augmentation de granules portant à la fois des marqueurs de granules 
denses et alpha. D’un point de vue fonctionnel, l’inhibition de PIKfyve affecte la sécrétion et 
l’agrégation des plaquettes. En effet, les plaquettes traitées par le STA5326 présentent une 
sécrétion d’ATP réduite. De même, la formation des thrombus mesurés en condition de flux 
sur matrice de collagène est significativement réduite. Ces résultats suggèrent un rôle de 
PIKfyve dans les mécanismes d’activations des plaquettes. Il sera maintenant important de 
confirmer ces résultats et de déterminer les mécanismes moléculaires mis en jeu par PIKfyve 




  Résultats complémentaires 
Mes travaux de thèse sont focalisés sur le rôle de la lipide kinase PIKfyve et l'un de ses 
produits, le PtdIns5P (produit à partir du PtdIns), dans l’identité des granules plaquettaires. 
Nous avons montré que PIKfyve joue un rôle majeur dans la maintenance de l’intégrité et la 
mobilité des granules et que les conséquences de son inhibition sont corrigées par addition du 
PtdIns5P alors que, comme le montre la figure 21, d’autres PI comme le PtdIns3P et le 
PtdIns4P n’ont aucun effet. Cependant, bien qu'in vivo aucune voie métabolique ne 
permettant la transformation du PtdIns5P en PtdIns(3,5)P2 n'ai été décrite, in vitro, les PI 3-
kinase de classe I sont capables de réaliser cette conversion. Nous ne pouvons donc pas 
totalement écarter cette hypothèse. De plus, le PtdIns(3,5)P2 est aussi un produit de PIKfyve 
par phosphorylation du PtdIns3P. Comme nous l'avons évoqué dans la partie introductive le 
métabolisme des trois lipides, PtdIns3P, PtdIns(3,5)P2 et PtdIns5P est étroitement lié. Nous 
avons donc cherché à savoir si le PtdIns(3,5)P2 était capable du même effet que le PtdIns5P 
en restaurant l’intégrité et la mobilité des granules après inhibition de PIKfyve. Il n’existe pas 
de sonde sélective pour localiser le PtdIns(3,5)P2 ce qui ne nous a pas permis de réaliser une 
étude poussée de ce PI dans les MK. Par contre, nous montrons que l'ajout du PtdIns(3,5)P2 
perméant, comme celle du PtdIns5P, sur des cellules MEG-01où PIKfyve était inhibé entraine 
une disparition des vésicules élargies et le retour à un phénotype normal. L'ajout du PtdIns3P 




























Figure 21 : Disparition des vésicules élargies par ajout de PtdIns(3,5)P2 ou de PtdIns5P mais pas de 
PtdIns4P ou de PtdIns3P. Des cellules MEG-01 différenciées, traitées avec 200nM de STA5326 
pendant la nuit puis lavées sont analysées par vidéomicroscopie. Avant le lancement de l’acquisition  
les PI indiqués sont ajoutés à une concentration de 25µM. Des images représentatives des films 
obtenus sont montrées après 3 et 5 h.  
 
 
D’une façon intéressante, l’ajout simultané de faibles doses de PtdIns5P et de PtdIns(3,5)P2 
aboutit à une disparition encore plus rapide des vésicules élargies (Figure 22), ce qui suggère 
un lien étroit dans le métabolisme du PtdIns5P et du PtdIns(3,5)P2. On ne peut pas exclure 
que le PtdIns(3,5)P2 soit transformé en PtdIns5P par les lipides phosphatases de la famille des 
myotubularines, mais le fait que de très faibles doses d'un mélange de PtdIns5P et de 
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PtdIns(3,5)P2 ait un effet aussi rapide et important suggère que ces deux PI sont impliqués 
dans le maintien et l’intégrité des granules plaquettaires. Il est vraisemblable que la balance 
métabolique qui gère les taux de ces deux PI et qui implique PIKfyve soit extrêmement bien 
régulée pour la maintenance de ces granules. Il sera donc intéressant d'envisager pour la suite 










Figure 22 : La combinaison du PtdIns(3,5)P2 et du PtdIns5P réverse rapidement le phénotype des 
vésicules élargies. Des cellules MEG-01 différenciées ou des MK primaires traitées avec 200nM ou 
1µM respectivement de STA5326 pendant la nuit et lavées sont placées sous un vidéomicroscope. 
Avant le lancement de l’acquisition un mélange de 5µM de PtdIns5P et de 5µM PtdIns(3,5)P2 a été 
ajouté aux cellules MEG-01 et de 10µM de chaque PI aux MK primaires de souris. Des images 





Article 3 : TOM1 is a PI5P effector involved in the regulation of 
endosomal maturation 
  Contexte scientifique : 
Le rôle du PtdIns5P dans le trafic vésiculaire a été démontré dans plusieurs travaux. Lors de 
l'infection bactérienne par la bactérie Shigella flexneri, plusieurs facteurs de virulence 
bactériens sont injectés dans la cellule hôte dont IpgD, qui est une puissante 4-phosphatase 
qui transforme le PtdIns(4,5)P2 en PtdIns5P (Niebuhr et al., 2002). Le PtdIns5P produit en 
quantité importante au foyer d'entrée à la membrane plasmique induit une activation de la 
voie Akt, un mécanisme qui favorise la survie de la cellule hôte au profit du pathogène (ref). 
De plus, le PtdIns5P permet de modifier localement la dynamique du cytosquelette d'actine et 
de la membrane entrainant une activation du récepteur à l'EGF (EGFR) indépendamment de 
son ligand. Ce récepteur est rapidement endocytosé mais sa dégradation est bloquée par 
altération du trafic des protéines cargo des endosomes vers les lysosomes ce qui permet de 
maintenir des signaux de survie cellulaire à partir de l'EGFR dans des endosomes signalant 
(Ramel et al., 2011).  
Dans ce travail, nous avons cherché à identifier les effecteurs du PtdIns5P sur les endosomes 
des cellules BHK. Cette étude nous a permis de montrer l’interaction du PtdIns5P avec une 
protéine adaptatrice TOM1 qui va réguler la maturation des endosomes, montrant ainsi le rôle 
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endosomal maturation
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ABSTRACT
Phosphoinositides represent a major class of lipids specifically
involved in the organization of signaling cascades, maintenance of
the identity of organelles and regulation of multiple intracellular
trafficking steps. We previously reported that phosphatidylinositol
5-monophosphate (PI5P), produced by the Shigella flexneri
phosphatase IpgD, is implicated in the endosomal sorting of the
epidermal growth factor receptor (EGFR). Here, we show that the
adaptor protein TOM1 is a new direct binding partner of PI5P. We
identify the domain of TOM1 involved in this interaction and
characterize the binding motif. Finally, we demonstrate that
the recruitment of TOM1 by PI5P on signaling endosomes is
responsible for the delay in EGFR degradation and fluid-phase bulk
endocytosis. Taken together, our data strongly suggest that PI5P
enrichment in signaling endosomes prevents endosomal maturation
through the recruitment of TOM1, and point to a new function of
PI5P in regulating discrete maturation steps in the endosomal
system.
KEY WORDS: EGFR, Phosphoinositides, Signaling endosome,
TOM1, VHS domain
INTRODUCTION
The endocytic route is a complex and tightly regulated pathway.
It serves as a sorting platform to differentiate cargoes coming
from the cell surface or the extracellular medium and to target
them for recycling, retrograde transport or degradation (Huotari
and Helenius, 2011). This pathway consists of a succession of
discrete compartments, and our understanding of this pathway has
evolved rapidly in recent years. The canonical route involves
the formation of early endosomes, their maturation into late
endosomes and fusion with lysosomes to mediate the degradation
of their contents. In this classical pathway, newly internalized
cell-surface receptors are thought to be rapidly inactivated in
early endosomes to downregulate their signaling. This paradigm
has been challenged by the characterization of specific early
endosomes, termed signaling endosomes, where signaling from a
variety of receptors can continue and even be amplified along the
endocytic route (Di Fiore and De Camilli, 2001; Miaczynska
et al., 2004; von Zastrow and Sorkin, 2007; Zoncu et al., 2009).
This transient APPL1-positive compartment is common to
clathrin-dependent and clathrin-independent endocytosis. Upon
maturation, these signaling endosomes are converted into
classical early endosomes where the signaling of receptors is
terminated.
Given the dynamic nature of this compartment, tight regulation
is needed to maintain the identity of these organelles. Among the
regulatory factors, lipids from the phosphoinositide family are
now recognized as master regulators of this route (Di Paolo and
De Camilli, 2006; Jean and Kiger, 2012). They are able to recruit
specific effectors on the cytosolic face of organelles and
coordinate a vast variety of signaling and trafficking processes
(Lemmon, 2003; Di Paolo and De Camilli, 2006; Clague et al.,
2009). As an example, phosphatidylinositol 3-monophosphate
(PI3P) and phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate [PI(3,5)P2],
which reside mainly on endocytic compartments, are well
known regulators of vesicular trafficking and autophagy that
function by recruiting proteins harboring phosphoinositide-
binding modules (Balla, 2013). Not much is known about one
of the least identified phosphoinositides, phosphatidylinositol 5-
monophosphate (PI5P), which is present at low concentrations in
cell membranes. However, in recent years, new findings have
helped to clarify the function of PI5P in cells. In the nucleus, in
response to stress signaling (Jones et al., 2006), PI5P acts as a
regulator of chromatin organization and gene expression though
its interaction with the PHD (plant homeodomain) domain-
containing protein ING2 (Gozani et al., 2003). Outside the
nucleus, PI5P has been shown to be implicated in the regulation
of membrane dynamics and trafficking (Shisheva, 2013; Viaud
et al., 2014a). In this context, three potential pathways lead to
an increase in the amount of PI5P: one involves the direct
phosphorylation of phosphatidylinositol by the 5-kinase PIKfyve,
the second involves a PI3P–PI(3,5)P2–PI5P route with the
concerted action of the PIKfyve and the 3-phosphatases of the
myotubularin family (Viaud et al., 2014a) and the third uses
PI(4,5)P2 as a source of PI5P. This latter pathway was originally
described in cells infected with the bacterium Shigella flexneri,
through the injection of the virulence factor IpgD, a PI(4,5)P2 4-
phosphatase (Niebuhr et al., 2002). Upon infection with the
pathogen, or expression of the bacterial lipid phosphatase, this
primary pool of PI5P at the plasma membrane has been shown to
induce membrane remodeling and activation of the Akt survival
pathway (Niebuhr et al., 2002; Pendaries et al., 2006), to control
the modulation of hemichannel opening (Puhar et al., 2013) and
to alter the endocytic pathway (Ramel et al., 2011). Namely,
increased levels of PI5P induce epidermal growth factor receptor
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(EGFR) activation independently of its ligand and impair the
maturation of early endosomes to late endosomes, delaying the
degradation of EGFR to maintain survival signals. PI5P also
blocked the bulk endocytosis of fluid-phase markers like dextran,
without altering the recycling or the endosome-to-TGN (trans-
Golgi network) retrograde pathways (Ramel et al., 2011). As
IpgD expression induced a rise in the amount of PI5P on
endosomes (Ramel et al., 2011), we speculated that this blockade
could be explained by the enrichment of a specific PI5P effector
on endosomes, and undertook a fishing proteomic approach to
characterize new PI5P effectors that could be responsible for this
phenotype. Here, we unravel a new PI5P effector, the protein
adaptor TOM1, and show that PI5P-dependent TOM1 recruitment
to signaling endosomes blocks endosomal maturation.
RESULTS
TOM1 is enriched on signaling endosomes in
IpgD-expressing cells
In order to characterize new PI5P effectors and gain insight
into the molecular mechanisms involved in the blockade of
endosome maturation induced by PI5P enrichment, we undertook
a proteomic approach on purified early endosomes from control
cells or those overexpressing IpgD (PI5P-endosomes). We used a
previously described method to separate the early endosomes
from the late endosomes on a discontinuous sucrose gradient
(Gorvel et al., 1991). Supplementary material Fig. S1A shows the
characterization of these fractions with endosomal markers. The
purified endosomes were subjected to mass-spectrometric
analysis and the relative enrichment of proteins was quantified.
Among the hits, the protein TOM1 [target of myb-1 (chicken)]
appeared to be a candidate of particular interest, as it was
enriched 4.1-fold in PI5P-endosomes compared with control early
endosomes (Fig. 1A, upper panel). TOM1 is a 492-residue
protein composed of different characterized domains (Fig. 1A,
middle panel). It contains a VHS (Vps27-Hrs-STAM) domain and
a GAT (GGA and TOM1) domain, both of which are found on
several proteins involved in trafficking steps (Bonifacino, 2004;
Wang et al., 2010), and a clathrin binding box (Seet and Hong,
2005; Katoh et al., 2006). The two peptides that allowed
identification of TOM1 are found in neither of the two TOM1
subfamily members TOM1L1 and TOM1L2 (Fig. 1A, lower
panel). In order to confirm this result, we immunoblotted purified
Fig. 1. TOM1 is enriched on early
endosomes in IpgD-expressing cells.
(A) Upper panel, mass spectrometric analysis
results for TOM1. The access number for TOM1
is shown; PAI ratio reflects the enrichment of
TOM1 on early endosomes in IpgD-expressing
cells versus control cells; right column shows
the sequence of the two peptides identified by
LC-MS/MS analysis. Middle panel, human
TOM1 structural domains showing the VHS and
GAT domains and the clathrin heavy chain
binding region (CHC binding). Numbering of
residues is shown. Lower panel, sequence
alignment of human sequences for TOM1 and
the two closely related isoforms, TOM1L2 and
TOM1L1, showing the specificity of the two
peptides identified by mass spectrometric
analysis (underlined in red). (B) Early
endosomes from BHK control cells or cells
expressing IpgD were purified on a
discontinuous sucrose gradient, and proteins
were loaded on SDS-PAGE gel and
immunoblotted using the antibodies indicated
on the right. pAKT, phosphorylated AKT. (C) The
overall expression level of TOM1 is not altered
by IpgD expression. Post-nuclear supernatants
of BHK cells with or without expression of IpgD
were immunoblotted with the indicated
antibodies. Hsp90 and RhoGDI were used as
loading controls. (D) Overexpression of 3xPHD
displaces TOM1 from PI5P-endosomes. Early
endosomes were purified as in B from BHK cells
expressing IpgD and 3xPHD, and were blotted
for TOM1, pAkt (S473) and Rab5.
(E) Quantification of TOM1 recruitment to early
endosomes (EE) from D. Data show the
mean6s.e.m. (n53).












early endosomes from control or IpgD-expressing baby hamster
kidney (BHK) cells. As shown in Fig. 1B, IpgD induced
activation of Akt (monitored by the phosphorylation of the
S473 residue) and its accumulation on PI5P-endosomes, as we
have described previously in other cell types (Pendaries et al.,
2006; Ramel et al., 2011). As nuclear PI5P was shown to regulate
gene expression (Gozani et al., 2003; Bua et al., 2013), we
verified that TOM1 augmentation was indeed due to the
recruitment of the protein to endosomes and not to an increase
in its expression level by blotting TOM1 on a total cell lysate
(Fig. 1C).
Finally, to demonstrate that the binding of TOM1 to PI5P was
responsible for its recruitment to endosomes in IpgD-expressing
cells, we sequestered PI5P with the 3xPHD probe, a well-
characterized competitor for PI5P binding (Gozani et al., 2003).
Expression of the 3xPHD probe interfered with TOM1 recruitment
to the endosomes (Fig. 1D,E). We also observed a decrease in the
activation of Akt, as monitored by the phosphorylation of S473
(Fig. 1D, 38.3363.66%; mean6s.e.m.). The overall expression
level of TOM1 was not altered in the post-nuclear supernatant
(supplementary material Fig. S1B).
EGFR is internalized to TOM1-positive signaling endosomes
in IpgD-expressing cells
The precise localization of TOM1 in the endosomal system is
quite debated in the literature. Indeed, TOM1 has been shown to
be recruited, through its interaction with endofin (also known as
ZFYVE16) or TOLLIP, to EEA1-positive endosomes (Katoh
et al., 2004; Seet et al., 2004; Seet and Hong, 2005) or to a later
endosomal compartment (Brissoni et al., 2006). More recently,
TOM1 has been reported to colocalize with the protein GIPC
(Tumbarello et al., 2012), a specific marker of signaling
endosomes (Varsano et al., 2006). The antibody that we
used to detect TOM1 by western blotting was inefficient for
immunofluorescence studies; therefore, we turned to an antibody
directed against the closely related isoform TOM1L2, as others
did recently (Tumbarello et al., 2012). In our hands, both in
human HeLa cells and in mouse embryonic fibroblast (MEF)
cells, this antibody detects a single band at the expected size for
TOM1 (,60 kDa), and this band is specifically depleted in
cells transfected with a small interfering (si)RNA specifically
directed against TOM1 (supplementary material Fig. S1C,F;
quantification in Fig. S1D,G). Consistent with what was reported
previously for overexpressed and endogenous TOM1 (Katoh
et al., 2004; Seet et al., 2004; Seet and Hong, 2005; Brissoni
et al., 2006; Tumbarello et al., 2012), this antibody gave a
punctate vesicular staining by immunofluorescence. This staining
was greatly reduced upon knockdown of TOM1 by siRNA
(supplementary material Fig. S1E), demonstrating the specificity
of this signal. Therefore, this antibody was further used to
determine the localization of TOM1 by immunofluorescence. As
shown in Fig. 2A, in MEF cells, TOM1 was localized on
peripheral vesicles. Interestingly, only a minor fraction of
these vesicles colocalized with EEA1, whereas a stronger
colocalization was observed with GIPC. Quantification of the
colocalization using the Pearson’s coefficient (Fig. 2B) clearly
showed that colocalization between TOM1 and EEA1 is indeed
low (2.7% of colocalization), whereas the colocalization between
TOM1 and GIPC is much higher (32.6%). Interestingly,
expression of IpgD does not change the Pearson’s coefficients
(Fig. 2B), which is consistent with a recruitment of TOM1 to
signaling endosomes and not a change in its localization.
Given this, we hypothesized that TOM1 would be recruited
to signaling endosomes together with internalized EGFR in
IpgD-expressing cells. In control cells, overexpressed EGFR
fused to GFP localized mainly at the plasma membrane
(Fig. 2C, Control). In IpgD-expressing cells, as we described
previously for endogenous EGFR (Ramel et al., 2011), EGFR–
GFP was internalized to vesicular structures positive for both
TOM1 and GIPC (Fig. 2C; IpgD and highlighted in zoomed
boxes in Fig. 2D). Quantification of the colocalization between
TOM1 and EGFR–GFP is shown in Fig. 2E. Overall, these
results show that EGFR is retained in signaling endosomes that
are positive for both TOM1 and GIPC when IpgD is expressed
in cells.
The VHS domain of TOM1 binds to phosphoinositides in vitro
An interesting possibility to explain TOM1 recruitment to PI5P-
endosomes would be through a direct interaction with the
phosphoinositide. In order to test this possibility, we resorted to
lipid overlay experiments using PIP StripsTM. Consistent with
results obtained with Dictyostelium discoideum DdTOM1, the
only VHS-domain-containing protein in the amoeba (Blanc
et al., 2009), we found that the VHS domain of the human
TOM1 interacted with the phosphatidylinositol monophosphates
(Fig. 3A, VHS). Phosphatidylinositol bisphosphates and
phosphatidylinositol trisphosphates were not recognized or were
very weakly recognized, indicating that the interaction with
phosphatidylinositol monophosphates was specific and not only
based on an accumulation of negative charges. In order to
compare the relative avidity of this domain to different
phosphatidylinositol monophosphates, we used PIP ArraysTM.
The VHS domain of TOM1 showed a greater avidity for PI5P
compared with the other phosphatidylinositol monophosphates,
with as little as 25 pmol detected (Fig. 3B, VHS). This is
in contrast to DdTOM1, which showed a clear preference
for PI3P and no binding to PI5P (Blanc et al., 2009).
Preferential binding of the VHS to PI5P was further
confirmed in a liposome flotation assay with liposome
containing phosphatidylcholine:phosphatidylethanolamine and
PI3P, PI4P or PI5P (Fig. 3C).
We next investigated the residues involved in this interaction.
The structure of the VHS domain has been solved, and the authors
proposed that a patch of positively charged residues mediate
potential interaction with membranes (supplementary material
Fig. S2A) (Misra et al., 2000). In order to verify this hypothesis,
we mutated these residues (K48, R52, K58 and K59) into alanine,
yielding the KRKK mutant. Strikingly, these mutations greatly
reduced the binding to phosphatidylinositol monophosphates as
assessed by lipid overlay assays (Fig. 3A,B, VHS KRKK) and
completely abolished the preference towards PI5P in the
liposome binding assay (Fig. 3C). We also tested the affinity
of the GAT domain of TOM1 for phosphoinositides. As
shown in supplementary material Fig. S2B, the TOM1 GAT
domain showed a slight preference for PI5P over PI3P and
PI4P. However, in the liposome flotation assay, this preference
was not confirmed across four independent experiments
(supplementary material Fig. S2C). Therefore, we concluded
that the GAT domain of TOM1 is not a strong interactor of PI5P.
Taken together, these results show that the TOM1 VHS domain
preferentially binds to PI5P through the KRKK motif. The
existence of this PI5P-binding module on the protein and the fact
that IpgD expression yields high levels of PI5P in cells (Niebuhr
et al., 2002), and in particular on endosomes (Ramel et al.,












2011), are consistent with the PI5P-dependent recruitment of
TOM1 to endosomes in IpgD-expressing cells.
TOM1 is not an ESCRT-associated protein for EGFR
degradation
TOM1 has been proposed to be part of an endosomal sorting
complexes required for transport (ESCRT)-0 complex (Brissoni
et al., 2006; Blanc et al., 2009). It was therefore very tempting to
postulate that TOM1 would serve as an ESCRT-associated
protein, in particular for the regulation of EGFR degradation. To
investigate this, we resorted to siRNA-mediated depletion of
TOM1 in cells and stimulation with EGF. No effect of TOM1
depletion on EGFR degradation was found either biochemically
(supplementary material Fig. S3A) or by immunofluorescence
(supplementary material Fig. S3B), indicating that TOM1 does
not act as an ESCRT-associated protein for EGFR degradation
induced by EGF stimulation. Therefore, we postulated that PI5P
enrichment on signaling endosomes might cause an accumulation
of TOM1 on these structures and might represent the reason for
the delayed EGFR degradation specifically in IpgD-expressing
cells.
TOM1 recruitment to PI5P-endosomes is responsible for the
delayed EGFR degradation in IpgD-expressing cells and the
maintenance of cell survival
In order to study the potential role of TOM1 in EGFR trafficking
in IpgD-expressing cells, we resorted to an immunofluorescence
study to track the degradation of EGFR following EGF
stimulation in IpgD-expressing cells. Cells were transfected
with either a control siRNA (Fig. 4, siControl) or with a siRNA
targeting TOM1 (Fig. 4, siTOM1), and were then transiently
transfected to express GFP or GFP–IpgD. After serum
starvation, the cells were stimulated with EGF or left
unstimulated, fixed and stained with an anti-EGFR antibody.
Semi-quantitative confocal imaging was performed, and the
intensity of EGFR signal per cell was quantified, reflecting the
amount of remaining receptor per cell. As anticipated, in control
unstimulated cells, EGFR was restricted to the plasma
membrane (Fig. 4A, siControl, 2EGF). When stimulated with
EGF, the signal for EGFR was lost, as a consequence of its
lysosomal degradation. Quantitatively, this resulted in a decrease
to 41.2062.47% (compared with control cells 10164.2%,
Fig. 4C; mean6s.e.m.). As expected, IpgD expression induced
Fig. 2. TOM1 is enriched on signaling endosomes positive for EGFR in IpgD-expressing cells. (A) Control MEF cells were fixed and immunostained using
the indicated antibodies to assess the localization of TOM1. (B) Pearson’s coefficient assessing the colocalization between TOM1 and EEA1 on one hand and
TOM1 and GIPC on the other hand was calculated for control MEFs or in MEFs expressing IpgD. ns, nonsignificant differences between the indicated
conditions (Student’s t-test). Data show the mean6s.e.m. (n53, representing 92–121 cells). (C) Control or MEF cells stably expressing IpgD were transfected
to express EGFR–GFP, serum-starved for 3 h in the presence of cycloheximide, fixed and stained for endogenous TOM1 (red in merge) and GIPC (blue in
merge). Scale bars: 10 mm. (D) Enlarged boxes from the IpgD-expressing cell shown in C. Arrowheads indicate EGFR–GFP internalized in TOM1- and GIPC-
positive endosomes. (E) Quantification of TOM1–EGFR colocalization in control or IpgD-expressing cells. Individual endosomes positive for TOM1 and EGFR
were counted in control cells or IpgD-expressing cells. Data show the mean6s.e.m. (n53, representing 30–60 cells). P,0.05 (Student’s t-test).












EGFR internalization, but did not alter the amount of total EGFR
per cell (95.3165.56%).
By contrast, in IpgD-expressing cells, in the presence of control
siRNA, EGFR degradation was delayed as we published
previously (Ramel et al., 2011), with 65.562.3% remaining
EGF (compared with 41.2062.47% in control EGF-stimulated
cells, Fig. 4B,C; mean6s.e.m.). Strikingly, cells overexpressing
IpgD and depleted for TOM1 showed a reduction in EGFR level
after EGF challenge (3564%), back to the level of the control.
This clearly indicated that TOM1 accumulation is crucial for the
blockade of EGFR degradation induced by IpgD. Finally, treating
the cells with the lysosomal inhibitor bafilomycin A1 abrogated
Fig. 3. The VHS domain of TOM1 binds to
monophosphorylated phosphatidylinositol with a
preference for PI5P. (A) The indicated recombinant proteins
were used to probe PIP StripsTM. After extensive washes,
bound proteins were revealed using an anti-GST antibody.
LPA, lysophosphatidic acid; LPC, lysophosphatidylcholine; PI,
phosphatidylinositol; PE, phosphatidylethanolamine; PC,
phosphatidylcholine; S1P, sphingosine-1-phosphate; PA,
phosphatidic acid; PS, phosphatidylserine. (B) Same as in A
but proteins were incubated on PIP ArraysTM (upper panel).
Arrows indicate the lowest concentration of binding to PI5P of
each protein. The lower panels show typical curve fitting for
the interaction of each domain with the indicated
phosphatidylinositol. AU, arbitrary units. (C) Wild-type or
KRKK-mutant VHS domains of TOM1 were incubated with
phosphatidylcholine:phosphatidylethanolamine liposomes
containing 6% of the indicated monophosphorylated
phosphatidylinositol. After flotation on a sucrose cushion, the
top fractions were collected and the amount of lipid-bound
protein was assessed by western blotting (upper panels).
Quantification is shown in the lower panels as the
mean6s.e.m. from three independent experiments. ns,
nonsignificant (Student’s t-test).












EGFR degradation under all conditions (for clarity, only one
bafilomycin A1 condition is shown in Fig. 4B). These results
were confirmed biochemically in HEK293T cells transiently
overexpressing EGFR–GFP to monitor its degradation upon EGF
stimulation. However, when cells expressed IpgD, we observed a
retarded EGFR–GFP degradation. Strikingly, this delay was
completely abolished when the cells were silenced for TOM1
expression (Fig. 4D).
Among the described interacting partners of TOM1, endofin
has been proposed to play a role in the degradation of EGFR (Seet
and Hong, 2001). To investigate whether endofin was also
involved, we knocked it down with a specific siRNA. This
resulted in a 65% mRNA expression decrease as measured by
qRT-PCR (supplementary material Fig. S3C) and a 40% decrease
at the protein level (supplementary material Fig. S3D,E). As
shown in supplementary material Fig. S3F, we could not detect
any role for endofin in the retarded EGFR degradation in IpgD-
expressing cells. This clearly indicates that TOM1 itself, and not
its partner endofin, is involved in the regulation of EGFR
degradation in IpgD-expressing cells.
Given the fact that TOM1 knockdown in IpgD-expressing
cells prevents the blockade in EGFR degradation, we wanted
next to investigate whether this could perturb the survival
signals downstream of EGFR. As shown in supplementary
Fig. 4. TOM1 knockdown reverses delayed EGFR degradation in IpgD-expressing cells. (A,B) HeLa cells were transfected with a control siRNA (siControl)
or siRNA against TOM1 (siTOM1) and transiently expressed GFP (Control cells) or GFP–IpgD (IpgD-expressing cells). The cells were then serum-starved and
left untreated (2EGF) or stimulated with 200 ng/ml EGF for 1 h (+EGF), in the absence or presence (+bafA1) of 100 nM bafilomycin A1 to inhibit lysosomal
degradation. Cells were then fixed and stained for endogenous EGFR (green in merge) and EEA1 (red in merge) and imaged by confocal microscopy. Scale
bars: 10 mm. (C) The amount of EGFR per cell was quantified and expressed as a percentage of that present in the control. Results are presented as the
mean6s.e.m. (three independent experiments). #P,0.0001 versus control cells; ***P,0.0001 between the indicated conditions (Student’s t-test). (D) HEK293T
cells transfected with EGFR–GFP and IpgD as indicated were silenced for TOM1 expression (siTOM1), serum-starved and stimulated with EGF (100 ng/ml) for
2 h. Cell lysates were probed with the indicated antibodies.












material Fig. S4, knocking down TOM1 indeed reversed
PI5P-induced Akt activation, as monitored by S473
phosphorylation.
Overexpression of wild-type TOM1 but not of the TOM1-KRKK
mutant restores the inhibition of endocytosis
We showed previously that IpgD expression was also inhibiting
fluid-phase bulk endocytosis, as demonstrated by fluorescently
labeled dextran uptake (Ramel et al., 2011). In order to confirm
whether TOM1 depletion in cells was abrogating this effect, we
performed an IgG-uptake experiment, as described elsewhere
(Petiot et al., 2003). In control MEF cells not expressing IpgD,
internalized IgG was sent to degradation with no remaining signal
detected by immunofluorescence compared with bafilomycin-A1-
treated cells (Fig. 5A, quantification in Fig. 5B). In IpgD-
expressing cells, IgG uptake clearly demonstrated a delayed
degradation of IgG, with close to 40% of IgG left. Strikingly,
TOM1-depletion completely reversed the phenotype, with no
detectable IgG left in these cells. Again, knocking down TOM1
alone did not have any effect on IgG degradation, as we showed
for EGFR degradation.
In order to confirm a crucial role of TOM1 in endocytosis
blockade in IpgD-expressing cells, we resorted to a recovery
experiment. We used siRNA targeting the 39-UTR region of
TOM1 to deplete the protein in control or IpgD-expressing MEF
cells, and then overexpressed either the wild-type or KRKK
mutant of TOM1 as a GFP fusion protein. The efficiency of
siRNA and overexpression was assessed by immunoblotting, as
shown in supplementary material Fig. S2D and quantified in
supplementary material Fig. S2E. We used the IgG uptake assay
to investigate whether overexpression of wild-type or KRKK
TOM1 was able to restore the phenotype. As shown in Fig. 6,
overexpression of wild-type TOM1 clearly reversed the
knockdown phenotype by restoring the blockade in bulk
endocytosis induced by IpgD expression, although not
completely. It has to be noted that in these experiments, the
controls gave undistinguishable results from the ones in Fig. 5.
Strikingly, overexpression of the KRKK mutant was not able to
restore the phenotype, even at a high expression level (an
example is shown in Fig. 6A). These results confirm that PI5P
binding to the VHS domain is required for TOM1 to block
endocytosis in PI5P-enriched cells.
Fig. 5. TOM1 knockdown reverses the inhibition of
bulk endocytosis in IpgD-expressing cells.
(A) Control MEF cells or MEFs stably expressing IpgD
transfected with control siRNA (siControl) or siRNA
targeting TOM1 (siTOM1) were incubated overnight with
40 mg/ml rat IgG with or without bafilomycin A1
(+/2bafA1, 100 nM). Endocytosed IgG was revealed by
immunofluorescence using fluorescent anti-rat
antibodies (IgG). Differential interference contrast
pictures (DIC) are shown to illustrate the presence of
cells. Scale bar: 10 mm. (B) The number of labeled
vesicles per cell was counted for each condition and is
expressed as a percentage of control. Results are
presented as the mean6s.e.m. (three independent
experiments). ***P,0.0001 between the indicated
conditions (Student’s t-test).












Taken together, these results show that TOM1 recruitment to
signaling endosomes in IpgD-expressing cells is responsible for
the endosomal maturation defect and maintenance of survival
signals.
DISCUSSION
Taken together, our data provide compelling evidence that, in
IpgD-expressing cells, the recruitment of the adaptor protein
TOM1 by PI5P is responsible for the blockade of EGFR
degradation and fluid-phase endocytosis. The large increase in
PI5P levels on endosomes following the expression of the
Shigella flexneri effector IpgD results in the recruitment of
TOM1 to signaling endosomes and perturbs the endolysosomal
maturation pathway. This effect is specific to IpgD expression
and reflects the ability of the bacteria to subvert cellular
processes, such as that shown here involving a trafficking
machinery component, for its benefit. PI5P is now recognized as
a regulator of different cellular processes but PI5P effectors are
still sparsely described. The first effector ever described for PI5P
was ING2, a nuclear protein involved in chromatin regulation
(Gozani et al., 2003). ING2 has a PHD domain, also found on
many other nuclear proteins that show affinity for PI5P (Keune
et al., 2011). However, PI5P effectors outside the nucleus that
might be involved in its function on membranes facing the
cytosol are sparse. Very recently, our laboratory has shown that
PI5P is able to activate the small GTPase Rac1, therefore
regulating actin cytoskeleton dynamics and cell invasion (Viaud
et al., 2014b). Our present work identifies TOM1, through its
VHS domain, as a PI5P effector regulating endosomal
maturation.
TOM1 was originally described as a target of the v-myb gene
(Burk et al., 1997). Although their cellular functions are still not
totally understood, TOM1 and its two orthologs, TOM1L1 and
TOM1L2, are proposed to play a role in membrane trafficking
(Wang et al., 2010). TOM1L1 shares 31% identity with TOM1
(Seroussi et al., 1999) and has been implicated in src family
Fig. 6. Binding to PI5P is necessary for TOM1 to block
endocytosis. (A) Fluid-phase endocytosis was assessed as in
Fig. 5A by assessing rat IgG uptake by IpgD-expressing cells
transfected with a siRNA targeting the 39-UTR region of TOM1
(siTOM1-UTR). DIC, differential interference contrast. Scale
bar: 10 mm. (B) Quantification of rat IgG uptake is expressed
as in Fig. 5B. Overexpression of wild-type TOM1 as a GFP
fusion protein reverses the phenotype, but this is not observed
following overexpression of the KRKK mutant that is unable to
bind to PI5P. NT, non-transfected cells. Data show the
mean6s.e.m. (n53, representing 16–66 cells). #P,0.001
versus control; *P,0.05 between indicated conditions;
***P,0.001 between indicated conditions (Student’s t-test).












kinase mitogenic activity (Li et al., 2005; Collin et al., 2007) and
EGFR endocytosis (Liu et al., 2009) The function of TOM1L2,
which shares 59% identity with TOM1, is less well defined,
although a study with Tom1l2 gene-trapped mice suggests an
important role in the immune response linked to a potential tumor
suppressor activity (Girirajan et al., 2008). TOM1 was recently
proposed to play a role in autophagy as an adaptor protein
targeting myosin VI to signaling endosomes to facilitate
autophagosome maturation (Tumbarello et al., 2012). Moreover,
TOM1 has been shown to interact with Hrs, an ESCRT-0
component (Brissoni et al., 2006), although this is debated in the
literature (Seet et al., 2004). This suggests that TOM1 might serve
as an ESCRT component, or at least be associated with the
ESCRT machinery, an essential multi-protein complex mediating
the degradation of several receptors (Katzmann et al., 2001;
Wollert and Hurley, 2010). It has been proposed that TOM1 and
Hrs could play parallel roles in clathrin recruitment and sorting of
ubiquitylated cargoes on early endosomal membranes, for their
subsequent delivery to the lysosomes. Recent phylogenetic
analysis shows that TOM1 family proteins form an ancestral
ESCRT-0 complex in the amoeboflagellate Breviate anathema
(Herman et al., 2011), as well as in Dictyostelium discoideum
(Blanc et al., 2009). The authors demonstrated that in
Dictyostelium, DdTOM1 interacts with Esp15, a clathrin
adaptor protein involved in EGFR internalization (Benmerah
et al., 1998) and degradation by the ESCRT complex (Roxrud
et al., 2008). However, the data presented here and by others
(Tumbarello et al., 2012) clearly demonstrate that, in mammals,
TOM1 does not act as an ESCRT protein for EGFR, but might
present some specificity towards a specific cargo, as highlighted
by its role in the degradation of IL-1 receptor (Brissoni et al.,
2006). By contrast, we show that in cells expressing IpgD, PI5P-
mediated TOM1 recruitment to endosomes is responsible for the
delayed degradation of EGFR, and this is accompanied by an
increase in downstream survival signals. In the context of the
infection by Shigella flexneri, such a subversion of the cellular
components represents a massive advantage for the invading
bacteria.
The VHS domain of TOM1 was originally described as a
protein–protein interaction domain with the potential to bind to
lipid membranes thanks to the presence of a positively charged
stretch (Misra et al., 2000). We show here that the mammalian
VHS domain of TOM1 can bind directly to PI5P. We propose that
in our system, where PI5P levels are increased, the balance
between PI3P and PI5P could be modified, which would favor the
preferential direct binding of TOM1 to PI5P. We also describe a
patch of positively charged residues (K48, R52, K58 and K59) in
the TOM1 VHS domain that are important for phosphoinositide
binding. We confirm the involvement of these residues in the
binding of TOM1 VHS to membranes as proposed by Misra and
collaborators (Misra et al., 2000). It has to be noted that the
binding was not completely abolished by the mutations,
suggesting that other residues in the surroundings might
contribute to the binding. For example, R57 has been suggested
to be close enough to participate in this contact (Misra et al.,
2000; supplementary material Fig. S3). The TOM1 GAT domain
could also contribute to the affinity of TOM1 for
phosphoinositides. The GAT domain has several ubiquitin-
interacting motifs and is involved in the recognition of
ubiquitylated protein (Shiba et al., 2004; Akutsu et al., 2005).
In TOM1, it differs from the GAT domain of the Golgi-localized,
c-ear, Arf-binding proteins (GGA), a family of adaptors in the
TGN. First, it lacks the residues involved in Arf1 binding, which
explains its lack of interaction with these small GTPases of the
Arf family (Shiba et al., 2004; Wang et al., 2010). Second, the
two basic residues involved in GGA1 GAT binding to the
phosphoinositide PI4P (R260, R281) are not conserved in TOM1
GAT. In Dictyostelium, the GAT domain of DdTOM1 was also
shown, like the VHS domain, to bind to phospholipids, mainly to
PI(3,5)P2. However, the residues involved in the lipid binding
were not defined (Blanc et al., 2009). Although we show
here that human TOM1 GAT domain is able to bind to
monophosphorylated phosphoinositides, it does not show any
specificity towards PI5P. Our results clearly demonstrate that, in
mammalian cells, the TOM1 VHS domain has a dominant role
over the GAT domain in phosphoinositide binding and the
regulation of cellular trafficking, as demonstrated in our rescue
experiments.
It was initially shown that TOM1 is recruited to endosomes
through protein–protein interaction with the PI3P-binding
Fig. 7. Model of TOM1 recruitment
to signaling endosomes and
blockade of endosomal
maturation. In control cells with low
PI5P levels, stimulated EGFR or
soluble cargoes are internalized
through the endosomal network and
targeted for degradation. When cells
are infected by Shigella flexneri or
express the lipid phosphatase IpgD
(high levels of PI5P), TOM1 is
recruited to the signaling endosomes
(SE) through a direct interaction with
its VHS domain and this induces the
blockade of both soluble cargoes and
activated EGFR, increasing the
survival of signals in infected cells.
EE, early endosome; LE,
late endosome.












proteins tollip (Katoh et al., 2004) and endofin (Seet et al., 2004),
endofin being known to be involved in EGFR degradation (Seet
and Hong, 2001). It was therefore tempting to postulate that
endofin or another binding partner was acting upstream of TOM1
in IpgD-expressing cells to control the degradative pathway. To
rule out this possibility, we propose two arguments. First, we
excluded the involvement of endofin in the control of EGFR
degradation in IpgD-expressing cells. Second, given the fact that
the knockdown of TOM1 alone totally abrogates IpgD effects on
the degradative pathway, it is very unlikely that an interacting
partner plays a role upstream of TOM1. In addition, this
demonstrates that neither TOM1L1 nor TOM1L2 have
redundant functions with TOM1 in this system.
In a previous study, we showed that PI5P produced by IpgD
specifically modulates the degradative pathway and has no effect
on the recycling or retrograde pathway (Ramel et al., 2011). Here,
we unravel the molecular mechanisms used by PI5P to affect the
endolysosomal pathway. We clearly demonstrate that the
recruitment of the adaptor TOM1 to signaling endosomes by
PI5P is responsible for this perturbation of the endolysosomal
pathway, affecting both receptor and soluble cargo degradation
and suggesting a role for PI5P and TOM1 at an early step of
endocytosis. PI3P has also been shown to control the
endolysosomal pathway. However, whether PI3P can affect
both transport and sorting is not clear. PI3P was reported to
affect receptor sorting, through its interaction with the ESCRT-0
Hrs protein, but not bulk transport (Petiot et al., 2003). However,
in podocytes from the phosphatidylinositol 3-kinase Vps34-
invalidated mice, both receptor-mediated endocytosis and fluid-
phase uptake are compromised at the level of Rab5 and EEA1-
positive early endosomes (Bechtel et al., 2013). It is interesting to
note that, in our model, contrary to a loss of PI3P, a strong
increase in PI5P leads to the blockade. Moreover, although
signaling endosomes were not documented in the Bechtel et al.
study, PI5P seems to affect an upstream compartment, i.e the
signaling APPL1 endosomes, the precursors of the Rab5 and
EEA1-positive PI3P-rich endosomes (Zoncu et al., 2009).
PIKfyve, an enzyme that produces PI5P either by direct
phosphorylation of phosphatidylinositol or together with
myotubularins from the PI3P and PI(3,5)P2 pathway (Sbrissa
et al., 1999; Tronche`re et al., 2004), controls fluid-phase
endocytosis but has no effect on receptor tyrosine kinase (RTK)
receptors, like the EGFR (Ikonomov et al., 2003). The PIKfyve
effect was attributed to PI(3,5)P2 acting at a later stage of
endocytosis. In this study, a potential role for PI5P derived from
dephosphorylation of PI(3,5)P2 was not evoked. In our system,
PI5P originates from the plasma membrane pool of PI(4,5)P2. This
difference could explain the blocking of the cargoes at very early
stages (i.e. signaling endosomes) of endolysosomal maturation.
Taken together, the results in this study suggest an
unprecedented role of PI5P in endosomal maturation and in the
regulation of discrete trafficking steps in the endosomal network.
We propose a model in which expression of Shigella flexneri
phosphatase IpgD induces PI5P enrichment in and TOM1
recruitment to signaling endosomes. As a result, the endosomal
maturation is blocked, impeding the signaling pathway of RTKs
and fluid-phase cargoes (Fig. 7). Therefore, PI5P appears to be a
crucial coordinator of multiple fundamental cellular functions,
such as the regulation of gene expression, actin cytoskeleton,
membrane trafficking and signaling. It is also closely related to




siRNAs were from Ambion. The negative control used was the SilencerH
Select Negative Control No. 1 (#4390843). Two different oligos targeting
human TOM1 were used – SilencerH Select Pre-Designed siRNA s19514
and s19515. Initial characterization showed that both siRNAs were able
to efficiently silence TOM1 in HeLa cells (human origin), and gave
indistinguishable results throughout the study. Owing to the differences
in mRNA sequence between the human and mouse TOM1, only s19514
was efficient to deplete TOM1 in MEF cells (mouse origin) and was
therefore used in this study on MEF cells. The siRNA targeting the
mouse 39-UTR of TOM1 (referred as siTOM1-UTR) was custom
designed and synthesized according to the sequence (sense) 59-
UCCCAUCCUGCUAACGACUAUGAUU-39. The siRNA s18852
(Ambion) was used to silence endofin (also known as ZFYVE16). The
antibodies used in this study were as follows: anti-TOM1 (ab99356,
Abcam), anti-TOM1L2 (ab96320, Abcam), anti-Akt (clone H-136, sc-
8312, Santa Cruz Biotechnology), anti-pAkt (S473) (clone D9E, #4060,
Cell Signaling Technology), anti-EEA1 (#610457, BD Biosciences), anti-
actin (A5441, Sigma-Aldrich), anti-GST (clone B-14, sc-138, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Hsp90 (sc-13119, Santa Cruz Biotechnology), anti-
RhoGDI (06-730, Upstate-Millipore), anti-Hrs (clone A-5, #ALX-804-
382-C050, Enzo Life Sciences), anti-endofin (#H00009765-D01,
Abnova). Antibodies against EGFR were from BD Biosciences
(#555996) or from Cell Signaling Technology (clone D38B1, #4267).
Control rat IgG was from Abcam (ab37361). Secondary horseradish
peroxidase (HRP)-coupled antibodies were from Promega, and Alexa-
Fluor-coupled antibodies were from Life Technologies. Other chemicals
were from Sigma-Aldrich. The peGFP-C2-TOM1 was kindly provided
by Dr Emmanuel Lemichez (INSERM U895, Nice, France) and was as
described previously (Visvikis et al., 2011).
qRT-PCR
Total RNA from transfected cells were prepared using the GeneElute
Total RNA Mammalian Miniprep kit from Sigma. To prepare cDNA,
1 mg was reverse-transcribed using Superscript III reverse transcriptase
(Life Technologies), following the manufacturer’s recommendations.
Primers were as follows: endofin, 59-AGGTAGGATGGACAGTTA-39
and 59-TGAGCAGTGGTTAGAATC-39; GAPDH, 59-ACATCGCT-
CAGACACCATG-39 and 59-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-39.
The expression of endofin mRNA was normalized against GAPDH
mRNA expression.
Molecular cloning and site-directed mutagenesis
Truncated forms of TOM1 were amplified by PCR using peGFP-C2-
TOM1 as a template and cloned in frame into the pGEX-KG vector using
BamHI and EcoRI restriction sites (underlined in the primer sequences
below). The VHS domain was amplified using the following primers: 59-
CGGGATCCATGGACTTTCTCCTGGG-39 and 59-CGGAATTCTCA-
CATGGGGAACTCCAGGC-39; the GAT domain was amplified using
the following primers: 59-CGGGATCCACTGACCTGGACATGC-39
and 59-CGGAATTCCTCATTTCCGTTCATGGCGC-39. Site-directed
mutagenesis was performed to introduce the KRKK mutations in the
VHS domain of TOM1. All constructs were verified by double-strand
sequencing.
Generation of Tet-OFF stable cell lines
MEF cells stably expressing IpgD or Inp54p were generated using
standard methods. Briefly, MEF cells validated for the Tet-Off system
from Clontech were cultured in G418-containing medium (500 ml/ml),
and were transfected with the previously described pTRE2-hyg-2myc
vector including the coding sequence for IpgD or Inp54p (Ramel et al.,
2011) using Lipofectamine LTX with Plus Reagent (Life Technologies)
according to the manufacturer’s instructions. After 48 h, hygromycin
(150 mg/ml) was added to the cells with doxycycline (2 mg/ml) to
suppress the transgene expression. Transformants were selected and
single-cell-cloned with the limiting dilution method. Expression of IpgD
was induced by removal of doxycycline for 24 h.












Cell culture and transfections
BHK and HeLa cells were cultured as described previously (Ramel et al.,
2011). cDNA transfection was performed using Effectene (Qiagen). MEF
cells were transfected using Lipofectamine LTX with Plus Reagent (Life
Technologies) according to the manufacturer’s instructions. siRNA
transfection was performed using LipofectamineH RNAiMAX (Life
Technologies) using the reverse transfection protocol, according to the
manufacturer’s instructions. When needed, the cells were serum-starved
for at least 3 h and stimulated as indicated with EGF in serum-free
medium for the indicated time.
Endosome purification
Endosome purification was performed as described previously (Gorvel
et al., 1991; Ramel et al., 2011). Briefly, BHK cells were serum-starved
overnight, gently scraped in ice-cold PBS on ice and homogenized in
homogenization buffer (250 mM sucrose, 3 mM imidazole, pH 7.4). The
post-nuclear supernatant was adjusted to 40.6% sucrose, loaded at the
bottom of a SW41 tube (Beckman Coulter) and layered with 35% and
25% sucrose, 3 mM imidazole pH 7.4 and homogenization buffer. After
centrifugation at 35,000 rpm (210,000 g at rmax) for 90 min at 4 C˚ in a
SW41 rotor (Beckman Coulter), early endosomes were collected at the
interface of the 35–25% sucrose layers and the late endosomes at the
interface of the 25% sucrose-homogenization buffer layers. The proper
isolation of early endosomes from the late endosomes was verified by
western blotting using antibodies specific for each compartment, as
described previously (Ramel et al., 2011).
NanoLC-MS/MS analysis
Proteins from the early endosomal fractions were precipitated using
methanol-chloroform. Protein samples were then reduced in Laemmli
buffer (final composition 25 mM DTT, 2% SDS, 10% glycerol, 40 mM
Tris-HCl pH 6.8) for 5 min at 95 C˚ and alkyled with iodoacetamide.
Proteins were loaded on a 1D SDS-PAGE gel containing 4–12%
acrylamide, made in-house (Mini-Protean, BioRad), and electrophoretic
migration was stopped as soon as the protein sample entered the
separating gel. The gel was briefly stained with Coomassie Blue and a
single band, containing the whole sample, was excised. Proteins were
digested overnight with a solution of modified trypsin (20 ng/ml,
sequence grade, Promega) at 37 C˚. The resulting peptides were
dissolved in 2% acetonitrile, 0.05% trifluoroacetic acid (TFA). Three
independent nano-LC-MS/MS analyses were performed for each sample
using an Ultimate 3000 system (Dionex) coupled to an LTQ-Orbitrap
Velos mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Each sample was
loaded on a C-18 precolumn (300 mm ID65 mm, Dionex) at 20 ml/min in
5% acetonitrile, 0.05% TFA. After 5 min of desalting on the precolumn,
peptides were separated on a 75 mm ID615 cm C18 column (packed in-
house with Reprosil C18-AQ Pur 3 mm resin, Dr Maisch; Proxeon
Biosystems). Peptides were eluted using a 5–50% linear gradient of
solvent B over 110 min [solvent A was 0.2% formic acid in 5%
acetonitrile (ACN) and solvent B was 0.2% formic acid in 80% ACN].
The LTQ-Orbitrap Velos was operated in data-dependent acquisition
mode with the XCalibur software. Survey scan mass spectra were
acquired in the Orbitrap on the 300–2000m/z range with the resolution set
to a value of 60,000. The 20 most intense ions per survey scan were
selected for collision-induced dissociation (CID) fragmentation and the
resulting fragments were analyzed in the linear ion trap (LTQ). Dynamic
exclusion was employed within 60 s to prevent repetitive selection of the
same peptide.
Database search, data validation and data quantification
The Mascot Daemon software (version 2.2.0, Matrix Science) was used
to perform searches in the SwissProt-Trembl database (Uniprot release
2010_09 protein database). Mascot results were parsed with a software
developed in-house – Mascot File Parsing and Quantification (MFPaQ,
version 4.0.0; Mouton-Barbosa et al., 2010) – and an identified protein
was considered as a hit if it was identified with at least two peptides with
a score greater than the significance threshold score for a probability
P,0.05 or at least one peptide with a score greater than the significance
threshold score for P,0.001, as determined by the Mascot Search
program. Quantification of proteins was performed using the label-free
module implemented in the MFPaQ v4.0.0 software. In order to perform
protein relative quantification, a Protein Abundance Index (PAI) was
calculated, defined as the average of XIC (extracts ion chromatograms)
area values for the three most intense tryptic peptides identified for this
protein. Treated:control ratios were determined by the sum of PAI values
in three replicate analyses of the treated condition over the sum of PAI
values in three replicate analyses of the control condition. For differential
conditions, a Student’s t-test on the PAI values was used for statistical
evaluation of the significance of expression level variations. A twofold
change and a P-value of 0.05 were used as combined thresholds to define
biologically regulated proteins.
Among the 1807 proteins quantified on purified early endosomes, 87
were found to be enriched on early endosomes from IpgD-expressing
cells and 43 proteins were lost or greatly reduced. Finally, 1677 proteins
were unaltered by IpgD expression. A complete table of the obtained
results is available upon request.
Western blotting
Typically, cells were washed in ice-cold PBS and lysed in buffer [50 mM
Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
orthovanadate sodium, 50 mM b-glycerophosphate, protease inhibitor
Cocktail Set V (Calbiochem)] for 30 min on ice. Cell lysates were
clarified by centrifugation at 10,000 g for 10 min at 4 C˚, and quantified
using the BioRad protein assay. Lysates were denatured in Laemmli
sample buffer and the proteins were separated by SDS-PAGE, before
western blotting on Immobilon-P membranes (Merck-Millipore).
Immunoreactive bands were detected by chemiluminescence with the
SuperSignal West Pico detection system (Thermo Scientific) on a
ChemiDoc MP acquisition system (BioRad).
Immunofluorescence, rat IgG uptake and quantification
Immunofluorescence was performed essentially as described previously
(Boal et al., 2010). Cells grown on glass coverslips were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min followed by permeabilization with 0.1%
Triton X-100 in PBS for 5 min. The cells were then blocked using PBS
containing 1% BSA (PBS-BSA) and probed with primary antibodies and
secondary antibodies. Coverslips were mounted in Mowiol and imaged
by confocal microscopy on either a LSM510 or a LSM780 confocal
microscope (Zeiss). For quantification of EGFR signal per cell, the
imaging parameters were set to prevent any saturation of the signal.
Single cells were selected as regions of interest (ROIs), and the intensity
of the EGFR channel reflected the amount of EGFR present in the cell.
For quantification of colocalization, Pearson’s coefficient was calculated
using Volocity software (Perkin Elmer). Briefly, single cells were
selected as ROIs, and the Pearson’s coefficient was calculated using the
autothresholding function.
Rat IgG uptake was performed as described previously (Petiot et al.,
2003). Briefly, MEF cells stably expressing IpgD or control MEFs were
seeded on glass coverslips, and expression of the transgene was induced
by the removal of doxycycline. Nonspecific rat IgG (40 mg/ml) was
incubated overnight in culture medium in the presence or absence of
bafilomycin A1 (100 nM). The cells were then fixed and processed for
immunofluorescence using a fluorescent anti-rat-IgG antibody. Cells
were imaged by confocal microscopy and z stacks were acquired
throughout the cells. The number of labeled vesicles per cell was counted
for each condition and expressed as a percentage of those counted in
bafilomycin-A1-treated cells.
Recombinant protein purification, lipid-protein overlay and
liposome flotation assays
Recombinant protein purification was essentially as described previously
(Boal et al., 2011) using gluthatione–Sepharose beads according to the
manufacturer’s instructions (GE Healthcare). For the lipid-protein
overlay assay, PIP StripsTM or PIP ArraysTM (Echelon Biosciences) were
rehydrated in TBS containing 0.1% Tween 20 (TBST), blocked in TBST
containing 0.2% BSA (fatty-acid free) and incubated overnight with












15 mg/ml GST fusion proteins in TBST. After extensive washes, bound
recombinant proteins were detected using an anti-GST antibody followed
by an HRP-coupled anti-mouse-IgG antibody. Liposome flotation assays
were essentially performed as described previously (Bigay and Antonny,
2005). Briefly, purified recombinant proteins were mixed with extruded
liposomes (100 nm, phosphatidylcholine:phosphatidylethanolamine:NBD–
phosphatidylethanolamine:PIP 64:28:2:6 mol%).
Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the unpaired Student’s t-test.
The results are presented as the mean6s.e.m. and P-values considered to
be significant are indicated in the figure legends.
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 Conclusion : 
Cette étude nous a permis de montrer grâce à une approche de protéomique différentielle un 
nouveau partenaire du PtdIns5P, TOM1, impliqué dans la régulation des étapes de maturation 
des endosomes. 
Nous avons comparé le profil protéique d'endosomes purifiés de cellules BHK sur-exprimant 
ou non IpgD. Nous avons identifié la protéine adaptatrice TOM1 comme un effecteur 
potentiel du PtdIns5P et montré que cette protéine liait le PtdIns5P par son domaine VHS. La 
séquestration du PtdIns5P par surexpression de la sonde 3xPHD inhibe le recrutement de 
TOM1 sur les endosomes. Ainsi, la présence de PtdIns5P dans les endosomes permet le 
recrutement de la protéine TOM1 via son domaine VHS. Nous avons ensuite montré par 
diverses approches, notamment de siRNA, que le recrutement de TOM1 par le PtdIns5P est 
essentiel au blocage de maturation des endosomes vers les lysosomes et contrôle le retard de 
dégradation de l'EGFR dans ce modèle. Le recrutement de TOM1 par le PtdIns5P sur les 
endosomes est donc déterminant pour maintenir les signaux pro-survie émis par l'EGFR dans 






















  Détection et rôle de la myotubularine MTM1 dans les plaquettes 
Depuis sa découverte en 1997 par Rameh et al. (Rameh et al., 1997b), le PtdIns5P, un second 
messager lipidique, a fait l’objet de plusieurs études qui ont permis de préciser certaines de 
ses fonctions, sa localisation ainsi que les enzymes impliquées dans sa production (Viaud et 
al., 2014a).  Il existe plusieurs pools de PtdIns5P localisés sur des compartiments différents, 
ce qui lui confère des fonctions différentes dans la cellule. Par exemple, dans le noyau il est 
impliqué dans la modulation de l’expression des gènes (Bua et al., 2013; Bunce et al., 2008; 
Gozani et al., 2003; Jones et al., 2006). Notre équipe et plusieurs autres ont montré qu'il 
possède aussi un rôle dans la régulation de la survie cellulaire, du trafic vésiculaire et de la 
régulation du cytosquelette d’actine lié à sa localisation dans la membrane plasmique et les 
compartiments intracellulaires (Boal et al., 2015, 2016; Haugsten et al., 2013; Oppelt et al., 
2013; Ramel et al., 2011; Viaud et al., 2014b). La production du PtdIns5P implique 
différentes kinases et phosphatases tels que les myotubularines, PIKfyve et la 4-phosphatase 
de type I. Lors de mes travaux de thèse, je me suis focalisée sur le rôle de deux enzymes 
impliquées dans le métabolisme du PtdIns5P, la 3-phosphatase myotubularine MTM1 et la 5-
kinase PIKfyve, dans la maintenance des granules des mégacaryocytes et des plaquettes. 
Ainsi, dans la première partie de mon étude, j’ai pu observer que dans les plaquettes, MTM1, 
par son activité 3-phosphatase, était capable d’hydrolyser le PtdIns3P et le PtdIns(3,5)P2 in 
vitro. J’ai pu montrer la présence de MTM1 sur les granules denses, ce qui suggère que ses 
substrats (PtdIns3P et PtdIns(3,5)P2) et produits (PtdIns et PtdIns5P) pourraient jouer un rôle 
dans la maintenance et l’exocytose de ces granules. De plus, il a été montré que le taux du 
PtdIns5P augmente après activation plaquettaire à la thrombine (Morris et al., 2000). 
Cependant, nos résultats ont montré que les souris MTM1 knockout ne présentent pas de 
défauts plaquettaires. En effet, ces souris ne sont pas thrombocytopéniques et l’agrégation et 
la sécrétion plaquettaire suite à une induction par la thrombine ou le collagène n’est pas 
significativement différente des plaquettes contrôles. Ces résultats sont cohérents avec le fait 
que les patients XLCNM, qui portent des mutations dans le gène MTM1, ne présentent pas de 
diathèse hémorragique. Par conséquent, MTM1 est une enzyme qui ne semble pas essentielle 
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pour la production des plaquettes et leur activation. La présence de plusieurs membres actifs 
de la famille des myotubularines dans les mégacaryocytes suggère un rôle redondant de ces 
enzymes. En effet, j’ai pu observer la présence de MTMR2 dans les plaquettes et 
l'augmentation du taux de mRNA de plusieurs myotubularines au cours de la différenciation 
in vitro dans les progéniteurs mégacaryocytaires humains ainsi que dans la lignée 
mégacaryoblastique humaine MEG-01.  
Cette étude a surtout permis de proposer un diagnostic rapide pour la myopathie 
centronucléaire XLCNM. Son diagnostic repose actuellement sur l'analyse histologique de 
biopsie musculaire, avec notamment l'observation d'un noyau centralisé, et sur des tests 
génétiques. Cependant, ces approches invasives peuvent prendre plusieurs jours, voire des 
semaines, pour aboutir à un diagnostic concluant. Ainsi, un test rapide, utilisable chez les 
nouveaux nés, pour évaluer l’expression de MTM1 serait utile pour aider au diagnostic de 
cette maladie. En effet, dans la majorité des cas, notamment les plus graves, l'expression de 
MTM1 est perdue. Nos résultats montrent que 100µl de sang sont suffisants pour détecter 
MTM1 dans le culot cellulaire du plasma riche en plaquettes et leucocytes par immunoblot. 
Actuellement, il existe peu d'anticorps dirigés contre MTM1 et ceux que nous avons pu tester 
ne nous ont pas permis de détecter cette protéine par cytométrie en flux, qui serait une 
technique rapide, nécessitant très peu de sang et facile à utiliser en laboratoires hospitaliers. 
Le développement de nouveaux anticorps pourra permettre d’envisager la détection de 
MTM1 également par ELISA, une technique facile à mettre en œuvre dans les services 
hospitaliers. Nos résultats suggèrent aussi que la plaquette pourrait être utilisée pour le 
diagnostic de plusieurs pathologies génétiques, non seulement de la myopathie 
centronucléaire XLCNM, mais également de la neuropathie de Chacot-Marie-Tooth liée à la 
perte d'expression de MTMR2. Ce travail sera poursuivi en collaboration avec l'équipe de J. 
Laporte à Strasbourg. Nous validerons le test à partir de prélèvements sanguins de patients et 





  Rôle du PtdIns5P dans la biogenèse et le maintien des granules 
plaquettaires 
Dans la deuxième partie de mon travail, j’ai étudié le rôle du PtdIns5P dans le maintien de 
l’intégrité et de la mobilité des granules plaquettaires dans les MK. Les principales données 
de cette étude ont été obtenues sur une lignée cellulaire mégacaryoblastique humaine MEG-
01, établie en 1983, à partir de la moelle osseuse d’un patient atteint d’une leucémie myéloïde 
chronique (Ogura et al., 1985). Ces cellules sont porteuses du chromosome de Philadelphie 
conduisant à l’expression de la protéine de fusion oncogénique Bcr-Abl. Différentes études 
ont été faites sur cette lignée qui a été utilisée également comme modèle de formation de 
plaquettes in vitro (Imamura et al., 1990a, 1990b; Takeuchi et al., 1991, 1998). La 
différenciation des MEG-01 est faite par l’acide valproïque, un inhibiteur d’histone 
déacétylases, utilisé comme médicament pour traiter l’épilepsie et les troubles bipolaires. Une 
étude a montré que l’acide valproïque est aussi efficace que le PMA (Phorbol myristate 
acetate) ou l’ATRA (all-trans retinoic acid) pour obtenir des MEG-01 différenciées possédant 
les caractéristiques de MK. L’acide valproïque est capable de pousser les cellules MEG-01 à 
produire des plaquettes in vitro (Schweinfurth et al., 2010). Cependant, ce modèle cellulaire 
transformé a des limites et il était important de reproduire les résultats sur des MK primaires 
de souris. La difficulté de travailler sur ces cellules primaires qui sont fragiles, assez difficiles 
à obtenir et surtout à synchroniser dans leur différenciation, n'a cependant pas permis de 
réaliser toute les expériences que nous aurions souhaitées sur ce modèle. 
J’ai commencé cette étude par la localisation du PtdIns5P dans les MEG-01. Dans d’autres 
modèles cellulaires comme les cellules HeLa, les BHK et les MEF, le PtdIns5P a été retrouvé 
sur les endosomes précoces (Boal et al., 2015; Ramel et al., 2011; Viaud et al., 2014b). 
Cependant, dans les MEG-01 nous avons localisé ce lipide dans des compartiments 
endosomaux tardifs. Le PtdIns5P se trouve aussi sur les granules denses et dans une moindre 
mesure les granules alpha des MEG-01, ce qui nous a poussés à émettre l’hypothèse que ce 
lipide pourrait potentiellement avoir un rôle dans le contrôle de l’intégrité des granules 
plaquettaires. Les PI sont des messagers lipidiques impliqués dans différentes fonctions 
cellulaires, notamment dans le transport des protéines entre les différents compartiments 
vésiculaires. En recrutant et/ou activant des protéines effectrices, ils sont impliqués dans la 
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régulation du bourgeonnement vésiculaire, la fusion ou la dynamique des membranes et du 
cytosquelette. Il nous a donc paru important de rechercher comment est produit le PtdIns5P 
dans les cellules MEG-01 et s'il pouvait être impliqué dans l’intégrité des granules ainsi que 
dans le tri de leurs cargos spécifiques. Mes travaux montrent que PIKfyve est l’enzyme 
principalement responsable de la production de PtdIns5P dans les cellules. J’ai donc choisi 
une approche d’inhibition pharmacologique de PIKfyve afin de mettre en évidence le rôle du 
PtdIns5P dans le maintien de l’identité des granules plaquettaires. Il existe actuellement 
plusieurs inhibiteurs de PIKfyve. Au début de mon étude j’ai utilisé le YM201636 (Jefferies 
et al., 2008) mais un second inhibiteur, le STA5326 (ou apilimod) (Cai et al., 2013) a été 
ensuite montré comme étant plus puissant et sélectif de PIKfyve (IC50 de 14 nM contre 33 nM 
pour le YM201636), ce qui m’a conduit à l'utiliser pour poursuivre mon étude.  
L’inhibition de PIKfyve par le STA5326 entraine une diminution de 75% du taux de PtdIns5P 
dans les MEG-01. De plus, on observe après traitement au STA5326, l’apparition de vacuoles 
élargies dans les MEG-01 et les MK de souris. Ces vacuoles sont  typiques de l’inhibition de 
PIKfyve et ont été décrites dans plusieurs études (Cai et al., 2013; Ikonomov et al., 2001; 
Jefferies et al., 2008; de Lartigue et al., 2009). Il faut noter que la dose de STA5326 
nécessaire pour obtenir ce phénotype dans les MK de souris est 5 fois plus forte que celle 
utilisée sur les MEG-01. Ceci pourrait être dû au réseau membranaire très dense des MK 
et/ou à un système d'export des drogues plus performant.  
En plus du PtdIns5P, PIKfyve est également responsable de la formation de PtdIns(3,5)P2. 
Jusqu’à présent très peu d’études ont évoqué l’implication du PtdIns5P dans l’apparition des 
vacuoles et ont surtout considéré le rôle du PtdIns(3,5)P2. Ceci résulte principalement 
d’études réalisées dans les années 1990 chez la levure montrant que: i) l’expression de 
PIKfyve dans des levures délétées pour Fab1 (l’orthologue de PIKfyve) restaure le taux de 
PtdIns(3,5)P2 mais pas de PtdIns5P (McEwen et al., 1999) et ii) l’absence de détection du 
PtdIns5P d’une façon constitutive chez les levures (Gary et al., 1998). De plus, une étude un 
peu plus récente, a montré que dans des cellules COS-7 surexprimant un dominant négatif de 
PIKfyve et présentant des vésicules élargies, seul le PtdIns(3,5)P2 était capable de restaurer 
un phénotype normal (Ikonomov et al., 2002b). 
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Mes travaux montrent que les vésicules élargies, formées après inhibition de PIKfyve, 
contiennent les marqueurs des granules denses et des granules alpha, que ce soit dans les 
MEG-01, les MK de souris ou les plaquettes humaines. Ces résultats montrent pour la 
première fois que l’inhibition de PIKfyve conduit à la perte d’identité des granules et nous 
amènent à proposer l’hypothèse d’une fusion (ou une inhibition de la fission) entre les 
endosomes et les granules. Nous pouvons aussi emettre l’hypothèse selon laquelle le PtdIns5P 
inhibe la fusion des granules. En effet, ce lipide pourrait modifier la composition lipidique 
des membranes et affecter leur fluidité et ainsi faciliter les mécanismes de fusion. Cette 
augmentation du PtdIns5P au niveau des granules pourrait également être à l’origine du 
recrutement de partenaires protéiques du PtdIns5P, comme TOM1 que nous avons mis en 
evidence lors de l’expression de l’effecteur bactérien IpgD (voir article 3). Ces partenaires 
protéiques du PtdIns5P seraient responsables de l’altération des mécanismes de fissions et 
fusions. De plus, le traitement au STA5326 entraine une perte totale de la mobilité des 
granules alpha et denses, montrant l’implication de PIKfyve également dans la mobilité des 
granules.  
La formation des vésicules élargies, contenant les marqueurs des granules denses et des 
granules alpha, a été confirmée par invalidation de PIKfyve par siRNA. De façon 
intéressante, l’addition de PtdIns5P sur des MEG-01 traitées au STA5326 induit de nouveau 
la ségrégation des granules denses et des granules alpha. Ceci démontre le rôle du PtdIns5P 
dans le maintien de l’intégrité et de l'identité des granules. De même, la mobilité des granules 
a été restaurée. Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu par le PtdIns5P dans le 
contrôle de l’identité des granules restent encore à définir. De plus, il est difficile d'affirmer 
que le PtdIns5P soit directement ou le seul actif dans ce processus. En effet, une partie de ce 
lipide rajouté de façon exogène pourrait avoir été transformé en PtdIns(3,5)P2 comme mes 
données pourraient le suggèrer. 
L’ensemble de ces résultats montre pour la première fois que PIKfyve et le PtdIns5P sont des 
acteurs majeurs dans la dynamique et l’intégrité des granules. Ces résultats montrent 
également que les granules ne sont pas des entités figées mais que la maintenance de leur 
identité est un phénomène actif sous contrôle des PI.   
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  Rôle de PIKfyve dans les plaquettes 
Pour aller plus loin dans cette étude, j’ai étudié l’effet de l’inhibition de PIKfyve sur les 
granules dans les plaquettes humaines. Mes résultats montrent que PIKfyve est impliquée 
dans le maintien de l’intégrité des granules et des fonctions plaquettaires. En effet, 
l’inhibition de PIKfyve par le STA5326 rajouté à du sang total provoque une diminution de la 
surface occupée par les thrombi formés sur une matrice de collagène dans des conditions de 
flux sanguin artériel. Le volume de ces thrombi est également nettement diminué. De plus, la 
sécrétion d’ATP, après stimulation avec 0.5µg/ml de CRP (collagen related peptide) est aussi 
diminuée suite à l’inhibition de PIKfyve dans le sang total. Ces résultats suggèrent un rôle du 
PtdIns5P et/ou du PtdIns(3,5)P2, non seulement dans l’intégrité et la mobilité des granules 
dans les MK, mais aussi dans leur identité et leur biologie dans les plaquettes.  
Il est important de noter que nos résultats diffèrent des résultats obtenus chez des souris 
knockout PIKfyve dans les MK et les plaquettes (Min et al., 2014). Dans cette étude, les 
auteurs montrent que la perte de PIKfyve dans la lignée mégacaryocytaire n’affecte pas la 
maturation des MK dans la moelle osseuse et que ces souris ont un compte plaquettaire 
normal. Les plaquettes des souris PIKfyve KO ne présentent pas de défaut d’agrégation ou de 
sécrétion des granules. Cependant, ces souris KO présentent une réponse thrombotique 
augmentée liée à un défaut de maturation des lysosomes et une sécrétion accrue des protéines 
lysosomales. Il est a noté que, de façon surprenante, ce modèle de KO entraine des défauts 
dans de multiples organes (retard de croissance, réduction de la masse graisseuse, réduction 
de la densité osseuse, infertilité) et une augmentation de la réponse inflammatoire. Ce dernier 
point est également en opposition avec les résultats obtenus par l’inhibition pharmacologique 
de PIKfyve par le STA5326 ou l’APY0201 qui entraine une réduction de la réponse 
inflammatoire (Cai et al., 2013, 2014; Hayakawa et al., 2014). Le phénotype des souris 
invalidées pour PIKfyve dans les MK et les plaquettes est très surprenant et inattendu. Il met 
à jour un rôle insoupçonné et potentiellement très intéressant des MK/plaquettes et de leur 
système de lysosomes dans l'homéostasie corporelle chez la souris et pose de nombreuses 
questions. Il pourrait cependant être le résultat d'une fuite de la PF4-Cre recombinase dans 
d'autres cellules telles que les macrophages (Pertuy et al., 2015) ou de la mise en place de 
mécanismes de compensation entrainant des dérégulations multiples. On sait aujourd'hui que, 
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malgré leur grand intérêt, les approches de KO font parfois apparaitre des mécanismes 
compensatoires et/ou la perte de l’expression de partenaires de la protéine cible. 
Il est important de noter que ce modèle des souris invalidées pour PIKfyve dans les MK et les 
plaquettes permet d'étudier les mécanismes de genèse des organites plaquettaires lors de la 
mégacaryopoïèse, ce qui est très différent de notre approche pharmacologique puisque dans 
nos expériences l'inhibition de PIKfyve s'opère alors que les granules sont formés dans des 
MK différenciés. Notre approche s'intéresse donc à la maintenance des granules et non à leur 
biogenèse. 
Ainsi, des études complémentaires seront nécessaires afin de préciser le rôle de PIKfyve dans 





Le rôle des PI dans les MK reste un sujet encore peu abordé dans la littérature, il sera donc 
important de poursuivre cette étude et de l'étendre à d'autres phosphoinositides et 
phosphoinositides kinases et phosphatases. Mon projet s’est focalisé sur le rôle de PIKfyve et 
du PtdIns5P, un lipide encore assez mal connu, et nos résultats ouvrent plusieurs axes de 
travail. Il serait par exemple intéressant d’étudier le rôle des différentes enzymes impliquées 
dans le métabolisme du PtdIns5P dans les MK et les plaquettes, et d’identifier les protéines 
qui interagissent avec ce lipide et avec PIKfyve pour mieux comprendre leur mécanisme 
d'action. De plus, pour analyser le rôle de PIKfyve dans la genèse des granules plaquettaires 
et des lysosomes, et mieux comprendre le phénotype décrit dans le modèle de souris KO dans 
les mégacaryocytes, nous avons débuté la génération de nos propres souris déficientes en 
PIKfyve dans les MK en collaboration avec le Pr. Shisheva. Enfin, pour aller plus loin que le 
modèle du MK, il serait intéressant d'étudier de façon approfondie le rôle de PIKfyve et du 
PtdIns5P dans la plaquette. 
  Rôle des enzymes du métabolisme du PtdIns5P et du PtdIns(3,5)P2 
Il serait intéressant d’étudier l’expression des différentes kinases et phosphatases susceptibles 
d'être impliquées directement ou indirectement dans le métabolisme du PtdIns5P et du 
PtdIns(3,5)P2 durant la maturation du MK en utilisant le modèle cellulaires MEG-01 ainsi que 
les MK de souris ou humains différenciés à partir de cellules souche CD34+. Cette étude 
pourra être réalisée en étudiant le niveau d'ARNm par RT-qPCR et la quantité de protéines 
par immunoblotting avec les anticorps disponibles sur le marché. Pour étudier leur rôle dans 
la maintenance de l'homéostasie des granules, nous prévoyons d’utiliser un criblage shRNA, 
utilisant le système de vecteur lentiviraux, afin d’invalider les différentes enzymes impliquées 
directement ou indirectement dans la production de ces lipides, notamment les 
myotubularines qui déphosphorylent le PtdIns(3,5)P2 en PtdIns5P, les 4-phosphatases de type 
II qui transforment le PtdIns(4,5)P2 en PtdIns5P, et la PI3K de classe III Vps34 qui produit le 
PtdIns3P, substrat de PIKfyve. Nous nous intéresserons également aux protéines du complexe 
PAS, Fig4/Sac3 et Vac14/ArPIKfyve dont l'expression sera inhibée par shRNA ou siRNA. 
Dans ce contexte, nous pourrons doser le taux du PtdIns5P et, par HPLC après radiomarquage 
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des cellules, le PtdIns(3,5)P2 qui, contrairement au PtdIns5P, ne peut être dosé par un test de 
quantification en masse. Nous pourrons également utiliser un modèle de souris knockout de 
Vps34 spécifiquement dans la lignée mégacaryocytaire sous le contrôle du promoteur PF4, 
que nous venons de générer dans l’équipe. Les MK de ces souris présentent des défauts de 
granules alpha et un taux de PtdIns3P nettement diminué, suggérant une diminution 
potentielle du taux du PtdIns(3,5)P2 et de PtdIns5P, si ce dernier provient de l’hydrolyse du 
PtdIns(3,5)P2. Ces expériences pourraient permettre de préciser la voie de biosynthèse du 
PtdIns5P dans le MK. 
Nous pourrons également chercher à identifier les potentiels partenaires du PtdIns5P et du 
PtdIns(3,5)P2 dans les MK et les plaquettes. Des lysats de plaquettes ou de MK pourront être 
incubés avec des billes recouvertes de PtdIns5P ou de PtdIns(3,5)P2 et les protéines associées 
seront ensuite analysées par protéomique par la technique dite de shotgun, sur un LTQ-
Orbitrap (plateforme de protéomique de l’IPBS, Toulouse). Cette analyse pourra donner des 
idées plus précises sur les mécanismes de signalisation des ces lipides. 
  Rôle de PIKfyve dans la mégacaryopoïèse et dans les plaquettes 
Deux approches in vivo pourront être envisagées afin d’étudier le rôle de PIKfyve et de ses 
produits dans la mégacaryopoïèse. La première consiste en la génération de souris 
transgéniques Cre-Lox pour PIKfyve, spécifique pour la lignée mégacaryocytaire sous le 
contrôle du promoteur PF4. Les souris LoxP PIKfyve ont été obtenues par collaboration avec 
le Pr. Shisheva (Wayne State University School of Medicine, Detroit). Ces souris présentent 
une délétion dans l’exon 6 de PIKfyve, ce qui a pour conséquence d’introduire un décalage 
du code de lecture et l’apparition d’un codon stop au résidu 171, avant le premier domaine 
conservé de PIKfyve. Nous aurons donc en notre possession un modèle de souris knockout 
pour PIKfyve différent de celui généré par Min et al. (Min et al., 2014) pour lequel la délétion 
affecte les exon 37-38 dans le domaine kinase.  
Une autre approche envisagée est de suivre la mégacaryopoïèse chez des souris traitées au 
STA5326 d’une façon aiguë et/ou chronique. Le traitement aigu consistera à injecter les 
souris en intrapéritonéal ou intraveineuse avec le STA5326, à une dose de 5mg/kg pendant 1 
à 3 jours de façon à toucher principalement les plaquettes circulantes. Le traitement 
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chronique, allant jusqu’à deux semaines, permettra d'étudier le rôle de PIKfyve dans les 
processus de genèse des plaquettes à partir des MK (compte plaquettaire, nombre et 
morphologie des granules alpha et denses et des lysosomes). Nous pourrons aussi étudier la 
sécrétion et l’agrégation plaquettaire ex-vivo, ainsi que les processus de thrombose in vivo 
suite à une lésion de la carotide au FeCl3. Des résultats préliminaires (Figure 23) obtenus chez 
des souris C57B6 ayant subi des injections de STA5326 par voie intrapéritonéale (3 fois par 
jour, dose de 5mg/kg pendant 3 jours) montrent une augmentation du temps de formation d'un 
thrombus occlusif de la carotide suite à une lésion par le FeCl3 chez la moitié des animaux. 
Cependant, le nombre trop faible d’animaux analysés ne permet pas de tirer des conclusions 
et une série d'expériences comprenant plus de souris est envisagé. L’obtention prochaine de la 
lignée PIKfyve KO permettra de compléter cette étude par des expériences de thrombose in 
vivo (lésion carotidienne par le FeCl3, lésion artérielle par laser et microscopie intravitale en 









Figure 23 : Temps d’occlusion de la carotide suite à une lésion par le FeCl3. Les carotides droite et 
gauche des souris ont été disséquées du tissu qui les entoure et un bout de papier de 1x4 mm saturé par 
une solution de FeCl3 à 7.5% a été appliqué sur la carotide droite pendant 3 minutes. La carotide 
gauche est utilisée comme le contrôle interne. Les sondes utilisées pour mesure le flux sanguin, ont été 
connectées à un système d’enregistrement (Transonic System; Emka Technologies). Le temps 
d’occlusion total (arrêt du flux sanguin par formation d'un thrombus occlusif) est enregistré. NT: 
souris contrôles, non traitées, STA: souris traitées au STA5326 par voie intrapéritonéale 3 fois par 






























  Rôle du PtdIns5P et de PIKfyve dans le déplacement des granules  
Lors de la différentiation du MK, on assiste à une distribution très contrôlée du nombre de 
chacun des types de granules pour chaque proplaquette. Cet aspect de la maturation des MK 
n’est pas très bien connu mais il est décrit que les organelles voyagent le long des 
microtubules jusqu’au extrémités des proplaquettes grâce à l’intervention de protéines 
moteurs comme la dynéine et la dynactine (Patel et al., 2005b; Richardson et al., 2005). De 
même, il a été démontré que les granules utilisent l’actomyosine pour se déplacer vers les 
proplaquettes (Pertuy et al., 2014). 
Le PtdIns(4,5)P2 est connu pour réguler la localisation de nombreuses protéines du 
cytosquelette d’actine mais d’autres PI pourraient être impliqués. Il serait intéressant de 
déterminer le rôle du PtdIns3P, PtdIns5P et PtdIns(3,5)P2 dans la régulation des interactions 
organelles/microtubules et organelles/F-actine. Mes résultats montrent un arrêt de mobilité 
des granules suite à une inhibition de PIKfyve par le STA5326. De façon remarquable 
l’addition de PtdIns5P perméant est capable de restaurer la dynamique de ces granules, 
montrant l’implication du PtdIns5P dans la mobilité de ces granules. Plusieurs protéines 
candidates pourraient faire le lien entre ce PI présent sur la membrane des organelles et les 
protéines motrices. C’est le cas des SNX (Sorting Nexins) qui interagissent avec une protéine 
liant la dynéine (Traer et al., 2007). Les SNX n’ont pas été étudiées dans le MK mais cette 
famille de protéine joue un rôle important dans le tri au niveau des endosomes dans 
d’autres modèles cellulaires par sa capacité à lier les PI par leurs domaines PX et à initier la 
courbure des membranes par leurs domaines BAR. De plus, PIKfyve interagit avec 
l’adaptateur JLP, connu pour réguler la liaison de la kinésine aux organelles (Ikonomov et al., 
2009b). La localisation des différents acteurs pourra être étudié après manipulation des 
myotubularines et d’autres enzymes impliquées dans la voie du PtdIns5P et du PtdIns(3,5)P2 
par technique d’interférence ARN (crible évoqué précédemment), les inhibiteurs spécifiques à 
notre disposition et les modèles de souris KO pour Vps34 et PIKfyve décrits précédemment. 
En conclusion, les perspectives ouvertes par ces travaux de thèse, dans un domaine encore 
peu exploré, devraient permettre de mieux comprendre les voies d’implication des lipides 
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PtdIns5P et PtdIns(3,5)P2 dans la genèse, la mobilité et la maintenance de l'homéostasie des 
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By interacting speciﬁcally with proteins, phosphoinositides organize the spatiotemporal formation of
protein complexes involved in the control of intracellular signaling, vesicular trafﬁcking and cytoskeleton
dynamics. A set of speciﬁc kinases and phosphatases ensures the production, degradation and inter-
conversion of phosphoinositides to achieve a high level of precision in the regulation of cellular dy-
namics coordinated by these lipids. The direct involvement of these enzymes in cancer, genetic or in-
fectious diseases, and the recent arrival of inhibitors targeting speciﬁc phosphoinositide kinases in clinic,
emphasize the importance of these lipids and their metabolism in the biomedical ﬁeld.
© 2015 Elsevier B.V. and Societe Française de Biochimie et Biologie Moleculaire (SFBBM). All rights
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Phosphoinositides (PIs), also called inositol lipids, are glycer-
ophospholipids that account for about 10e15% of membrane
phospholipids. They are composed of two fatty acids,Fig. 1. Phosphoinositides: structure, localiza
Please cite this article in press as: J. Viaud, et al., Phosphoinositides: Imp
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2015.09.005predominantly stearic acid (C18:0) in position 1 and arachidonic
acid (C20:4) in position 2, but other minor molecular species
coexist in most cells. These fatty acids are attached to a glycerol
backbone, which is connected to an inositol ring by a phospho-
diester bond (Fig. 1, top left). Despite the presence of ﬁve freetion, metabolism and pathophysiology.
ortant lipids in the coordination of cell dynamics, Biochimie (2015),
Fig. 2. Protein domain organization and in vivo substrates of phosphoinositide kinases.
J. Viaud et al. / Biochimie xxx (2015) 1e9 3hydroxyl groups in the inositol ring, only the positions 3, 4 and 5 are
phosphorylated by speciﬁc kinases. Steric hindrance likely prevents
access to positions 1 and 6 by the kinases. Thus, in addition to
phosphatidylinositol (PtdIns) representing 80% of the total level of
PIs, 7 other PIs were identiﬁed, corresponding to the various
combinations of phosphorylation of the inositol ring (Fig. 1, top
right). PtdIns4P and PtdIns(4,5)P2 represent ~10% of total PIs while
the remaining species do not represent more than 1%e2% (Fig. 1,
top right). PIs are characterized by an highly active metabolism
involving a set of tightly regulated speciﬁc kinases and phospha-
tases (Fig. 1, bottom), a reﬂection of their role as second messen-
gers. These lipids can directly interact with protein domains
including PH (Pleckstrin Homology), FYVE (Fab-1, YGL023, Vps27
and EEA1), PX (phox) or ENTH (Epsin N-Terminal Homology) do-
mains. Following various stimuli (hormones, growth factors,
adhesion molecules, chemoattractants, stresses, etc …), PI-kinases
and -phosphatases are relocalized, activated or inhibited to allow
the spatio-temporal formation of membrane territories with spe-
ciﬁc PIs content. PIs can then coordinate the recruitment of speciﬁc
signaling proteins to control cellular events. The use of PI-
interacting domains to locate these lipids by imaging has gener-
ated much interest in recent years. Using these approaches, it has
been shown that PtdIns(4,5)P2, PtdIns(3,4)P2 and PtdIns(3,4,5)P3
are predominantly localized at the plasma membrane [1,2] while
PtdIns3P is preferentially found on early endosomes [3] and
PtdIns4P is present both at the plasma membrane and at the Golgi
apparatus [4]. In some cells, the distribution of PIs is essential to
maintain cell polarity [5]. In this review we will discuss the role of
the different PIs and the implication of PI-metabolic enzymes in
pathologies such as cancer and arterial thrombosis. We will
emphasize on the role of class I PI3-kinases (PI3K) and their recent
therapeutic use in the treatment of cancer.
2. Phosphoinositides: different roles for different species
2.1. PtdIns3P [3]
This lipid is present in small amounts in eukaryotic cells and is
mainly generated from PtdIns by class II and class III PI3Ks (protein
domains are shown in Fig. 2). It is also produced by dephos-
phorylation of PtdIns(3,4)P2 by a type Ia 4-phosphatase, and of
PtdIns(3,5)P2 by a 5-phosphatase called Fig4 (or Sac3). Class II
PI3Ks [6,7] and type Ia 4-phosphatase [8] may generate a pool of
PtdIns3P at the plasma membrane while the class III PI3K (also
called Vps34) and Fig4 could be responsible for the control of the
endosomal pool [9]. It is noteworthy that class III PI3K also plays a
major role in autophagy by producing PtdIns3P in autophago-
somes [10]. Except in cells infected by the pathogen Plasmodium
falciparum, which exhibit an important increase in PtdIns3P levels
[11], literature does not report example of major modiﬁcations of
PtdIns3P levels. However, a number of cellular stimuli can induce
modest increases in the amount of PtdIns3P. This the case in
platelets following thrombin or collagen-related peptide (CRP)
situlation [7,12]. However, the maintenance of a basal, house-
keeping, pool of PtdIns3P appears to be essential for cellular ho-
meostasis, particularly in the control of intracellular trafﬁcking
and membrane dynamics and structuration [6,7]. PtdIns3P recruits
protein effectors through FYVE or PX domains (FYVE domains are
widely used to locate this lipid by imaging) and, according to its
location, regulates: i) intracellular trafﬁcking (endosomal fusion,
vesicle recycling to the plasma membrane and to the trans-Golgi,
vesicular sorting to lysosomal compartments) [3]; ii) autophago-
some maturation by recruiting proteins from the Atg-18 family
(WIPI1 and 2) [13]; iii) exocytosis of insulin granules by an un-
known mechanism [14]; iv) activation of p40phox, a component ofPlease cite this article in press as: J. Viaud, et al., Phosphoinositides: Imp
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2015.09.005the NADPH oxidase [15]; v) cytokinesis as it recruits the protein
FYVE-HUNDRED to cytokinetic bridges [16]. PtdIns3P is also an
important intermediate in the biosynthesis of PtdIns(3,5)P2
through phosphorylation by the 5-kinase PIKfyve. Thus, PtdIns3P
has many roles but its involvement in the regulation of intracel-
lular trafﬁcking (endosomal pathway and autophagy) is the best
characterized.ortant lipids in the coordination of cell dynamics, Biochimie (2015),
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This is one of the most abundant PI. It is mainly present at the
Golgi apparatus and at the plasmamembrane, but it is also found in
endosomal compartments and in the trans-Golgi. Its production is
ensured in mammals by two class II PI4K (PI4KII a and b) and two
class III PI4K (PI4KIII a and b) (protein domains are shown in Fig. 2).
PI4KIIa is predominantly found in the endosomal system, the trans-
Golgi and the plasma membrane [17] while PI4KIIb is mainly pre-
sent at the plasma membrane [18]. The regulation of these kinases
is still unclear. PI4KIIIa is present at the plasma membrane, at the
endoplasmic reticulum (ER) and at the Golgi apparatus. PI4KIIIb is
described as the enzyme responsible for the synthesis of PtdIns4P
at the Golgi apparatus following its interaction with the small G
protein Arf1 and the NCS-1 (neuronal calcium sensor-1) protein
[19]. It is activated by phosphorylation and maintained active by
interactions with 14-3-3 proteins that prevent its dephosphoryla-
tion [20]. Another enzyme involved in the metabolism of PtdIns4P
is the 4-phosphatase Sac1 which is localized at the ER and at the
plasma membrane. Following nutrient deprivation, Sac1 relocates
at the Golgi apparatus to decrease the local pool of PtdIns4P [21].
Recently, it has been shown that proteins from the OSBP family are
able to transfer the PtdIns4P from the trans-Golgi or the plasma
membrane to the RE in a cholesterol-dependent way [22]. PtdIns4P
regulates vesicular transport from the Golgi apparatus to the
plasma membrane and the endosomal compartments. Thus, this
lipid ensures several functions including: i) location of enzymes
resident in the Golgi apparatus; ii) vesicle formation by inducing
membrane deformations [23]; iii) sorting of proteins to endosomes
(by interacting with the clathrin adapter protein, GGA2, which in
turn interacts with Arf1 for an efﬁcient recruitment) [24] and iv)
proteins transport from the trans-Golgi to the plasma membrane
(which involves the recruitment and activation of Sec2, an ex-
change factor of Rab proteins) [25]. In addition, PtdIns4P is a key
intermediate in the biosynthesis of PtdIns(4,5)P2 at the plasma
membrane.
2.3. PtdIns5P [26]
This is the last identiﬁed PI, which is present in low amounts in
quiescent cells. This lipid can be synthesized by phosphorylation of
PtdIns by the 5-kinase PIKfyve but also by dephosphorylation of
PtdIns(3,5)P2 by 3-phosphatases of the myotubularins family.
Although it has never been clearly demonstrated, it can also be
generated by mammalian type II 4-phosphatases acting on
PtdIns(4,5)P2. Conversely, it has been shown that PtdIns5P is spe-
ciﬁcally phosphorylated by PIP4K A, B and C (also called type II
PIPKa, b and g) to produce PtdIns(4,5)P2 (protein domains are
shown in Fig. 2). The level of PtdIns5P increases following speciﬁc
stimuli (thrombin, insulin, FGF-1, some oncogenes, osmotic stress,
H2O2, UV, bacterial infection) [26]. It is located at the plasma
membrane and in intracellular compartments (including endo-
somes, ER and Golgi apparatus) [27]. The functions associated to
PtdIns5P increase are different regarding the location of this lipid.
The best characterized correspond to nuclear PtdIns5p which has
been described as a stress-response element. In the nucleus,
PtdIns5P modulates gene expression by interacting with proteins
involved in chromatin remodeling. PtdIns5P interacts especially
with the PHD domain of ING2, which is commonly used as a probe
to image this lipid [28]. Our team pioneered a body of work, starting
from 2002, that demonstrated that the virulence factor of Shigella
ﬂexneri, IpgD (Invasion plasmid gene D), is a powerful PtdIns(4,5)P2
4-phosphatase producing signiﬁcant amounts of PtdIns5P in the
host cell upon infection. Subsequently, PtdIns5P generated at the
entry sites of the bacteria, modulates membrane dynamics andPlease cite this article in press as: J. Viaud, et al., Phosphoinositides: Imp
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2015.09.005intracellular signals of the host cell [29]. It induces clustering,
ligand-free activation and stabilization of the EGF receptor by
impairing lysosomal trafﬁcking, thereby activating survival
signaling of the host cell for the beneﬁt of bacteria [30,31]. Inter-
estingly, this blockade of EGFR degradation seems to involve TOM1
[32]. Moreover, this increase in PtdIns5P at the plasma membrane
leads to the closure of connexin hemichannels, which normally
release ATP in the extracellular medium to activate the inﬂamma-
tory reaction against the pathogen [33]. Thus, the bacterial path-
ogen uses PtdIns5P to hijack host cell molecular machinery and
responses for its beneﬁt. Besides this pathological situation, the role
of PtdIns5P in physiology remains largely unknown. It has been
shown that the engagement of the T receptor (TCR) in T cells in-
duces an increase in PtdIns5P, which in turns recruits DOK
(Downstream of Tyrosine Kinases) family proteins to promote their
phosphorylation and to activate a negative feedback loop [34].
Stimulation of adipocytes with insulin also induces a peak pro-
duction of PtdIns5P resulting in the loss of actin stress ﬁbers and
the acceleration of the translocation of the glucose transporter
GLUT4 to the plasmamembrane [35]. Recently, we have shown that
PtdIns5P was coordinating membrane dynamics and actin cyto-
skeleton reorganization. Indeed, an increase in PtdIns5P levels
resulting from either ectopic expression of the bacterial phospha-
tase IpgD, stimulation of cells with FGF-1 or expression of the NPM-
ALK oncogene, leads to the recruitment and the activation of the
guanine nucleotide factor exchange (GEF) Tiam1 by direct inter-
action of the lipid with its C-terminal PH domain. This interaction
leads to Rac1 activation and induces a strong membrane dynamics
associated with the loss of actin ﬁbers promoting cell motility and
invasion [36]. Recruitment and local activation of the Tiam1/Rac1
module happens to be restricted to endosomes and dorsal rufﬂes,
and to regulate recycling of receptors and secretion of metal-
loproteinases involved in PtdIns5P-dependent invasion. Recent
work demonstrated that PtdIns5P regulates autophagy indepen-
dently of the canonical pathway involving Vps34 and PtdIns3P,
strongly suggesting that non-nuclear PtdIns5P could be a central
regulator of vesicular trafﬁcking with different outcomes depend-
ing on the way of production [37].
2.4. PtdIns(3,4)P2 [38]
This PI is produced at the plasma membrane upon cell stimu-
lation by dephosphorylation of PtdIns(3,4,5)P3 by the 5 phospha-
tase SHIP1, SHIP2 and SKIP whose expression varies according to
tissues. Class II PI3Ks have been reported to produce a pool of
PtdIns(3,4)P2 that controls clathrin-dependent endocytosis from
PtdIns4P [39] (protein domains are shown in Fig. 2). Speciﬁc
functions of PtdIns(3,4)P2 are still poorly understood and only few
effectors have been identiﬁed [40]. However, some publications
ascribe important functions to this lipid in diverse cellular pro-
cesses in addition to its role in endocytosis. Those include: i)
downregulation of insulin signaling by direct interaction with the
PH domain of TAPP1 and 2 [41]; ii) ligand-dependent G protein-
coupled receptors endocytosis through a process involving SHIP1,
SHIP2, the recruitment of Lamellipodin via its PH domain, and the
subsequent recruitment of Endophilin to mediate endocytosis [42];
iii) formation of lamellipodia, possibly throught its interactionwith
Lamellipodin [43]; and iv) formation of podosomes [44].
2.5. PtdIns(3,5)P2 [45]
This scarce PI is synthesized mainly through phosphorylation of
PtdIns3P by the 5-kinase PIKfyve (protein domains are shown in
Fig. 2). PIKfyve operates within a protein complex called PAS (for
PIKfyve/ArPIKfyve/Sac3). PAS has the capacity to reversibly produceortant lipids in the coordination of cell dynamics, Biochimie (2015),
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(or Fig4 inmammals), which hydrolyses PtdIns(3,5)P2 into PtdIns3P
[45]. This kinase/phosphatase complex is localized to endosomes,
due to the interaction of the FYVE domain of PIKfyve with PtdIns3P
[46]. Another important route of PtdIns(3,5)P2 metabolism impli-
cates the 3-phosphatases of the myotubularins family, which pro-
duce PtdIns5P by dephosphorylating PtdIns(3,5)P2 [47]. RNA
silencing and/or inhibition of the enzymes of the PAS complex has
shown that these enzymes and PtdIns(3,5)P2 is involved in ho-
meostasis of endosomal trafﬁcking. PtdIns(3,5)P2 may regulate
endosomal ﬁssion and fusion, the retrograde transport of endo-
somes to the trans-Golgi and vesicle sorting to the late endosome
[48e50]. These effects are mediated through effectors having for
the majority a b-propeller domain capable to bind this lipid [51,52].
However, the lack of tools to precisely locate PtdIns(3,5)P2 and
speciﬁcally block its downstream signaling are major limitations to
get a better knowledge of its functions. Current data suggest that
PtdIns3P, PtdIns5P and PtdIns(3,5)P2 are highly connected and that
the interconversion between these lipids could be at the basis of
the tight regulation and coordination of vesicular trafﬁcking and
cytoskeleton dynamics.
2.6. PtdIns(4,5)P2 [1]
As abundant as PtdIns4P, this lipid is predominantly present in
the inner leaﬂet of the plasma membrane. PtdIns(4,5)P2 has also
been found in the Golgi apparatus, in endosomes, in the endo-
plasmic reticulum and in the nucleus. Six different kinases control
its biosynthesis in a spatiotemporal manner. PIP5Ks a, b and g (also
called type I PIPK (a, b, and g)) use PtdIns4P as a substrate and
produce the majority of PtdIns(4,5)P2 (protein domains are shown
in Fig. 2). PIP4K2 A, B and C (also called type II PIP4K a, b and g)
phosphorylate PtdIns5P at the position 4 to produce a quantita-
tively minor (but probably very localized) pool of PtdIns(4,5)P2
(protein domains are shown in Fig. 2).
Historically, the ﬁrst reports concerning this lipid highlighted
the fact that it is the preferred substrate of phospholipase C (PLC)
which, upon cellular activation, produce the second messengers
inositol trisphosphate (Ins(1,4,5)P3) and diacylglycerol (DAG). Few
years later, it was shown that Class I PI3Ks also use PtdIns(4,5)P2 as
a substrate to produce the second messenger PtdIns(3,4,5)P3. Thus,
PtdIns(4,5)P2 is at the origin of three fundamental intracellular
second messengers. Moreover, it is now well established that
PtdIns(4,5)P2 directly interacts with proteins through speciﬁc
domain (PH, ENTH, FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin)).
Through these interactions, it modulates several regulators of the
actin cytoskeleton, but also some ion channels. PtdIns(4,5)P2 is thus
a very important lipid directly or indirectly involved in various
biological functions.
2.7. PtdIns(3,4,5)P3 [2]
This PI is a typical lipid second messenger. It is present in trace
amounts in quiescent cells and is rapidly and transiently produced
by Class I PI3K activation following membrane receptors triggering
(protein domains are shown in Fig. 2). PtdIns(3,4,5)P3 is produced
mainly in the inner leaﬂet of the plasma membrane where it re-
cruits and activates PH domain-containing proteins including the
well known protein kinase Akt [53]. Among the different PH
domain-containing proteins recruited by this lipid one can note
exchange factors of Arf (ARNO and GRP1) or Rac (PREX1 and Vav)
[54], tyrosine kinases such as Btk and adapter proteins like GAB1.
Some of these PH domains are used to localize PtdIns(3,4,5)P3 by
imaging. In summary, this lipid is highly involved in the formation
and the organization of intracellular signaling complexes and thusPlease cite this article in press as: J. Viaud, et al., Phosphoinositides: Imp
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stasis, and other processes such as cell polarization [55] and
motility [56].
3. How to quantify and localize phosphoinositides?
3.1. Quantiﬁcation
Different approaches have been developed to quantify PIs
including [32Pi] or [3H]-myo-inositol metabolic labeling followed by
HPLC analysis, mass assay using speciﬁc recombinant kinases and
more recently mass spectrometry-based measurements.
3.1.1. [32Pi] or [3H]-myo-inositol metabolic labeling
The general procedure of this approach is as follows: i) extract
PIs from [32Pi] or [3H]-myo-inositol-labeled cells (after stimulation
with an agonist for example); ii) separate the different families of
PIs by thin layer chromatography (this step is optional) and iii)
deacetylate them and separate the resulting glycero-inositol
phosphates by anion-exchange HPLC [57]. Separations between
each species can be easily performed using a single column except
for PtdIns5P, which efﬁcient separation from PtdIns4P requires two
anion-exchange HPLC columns mounted in series [27]. One major
drawback of this assay is that it does not allow quantiﬁcation of PIs
from biological samples such as tissues biopsies. Furthermore, to
detect an increase in mass rather than a change in the turn-over, it
is essential to reach the isotopic equilibrium, which is not always
possible, for example when primary cells are used. Moreover, this
assay requires relatively high amounts of radioactivity and large
number of cells.
3.1.2. Mass assay
These assays are based on the phosphorylation of the PI to be
quantiﬁed by a recombinant speciﬁc lipid kinase in the presence of
[g-32P]ATP to generate a new radioactive polyphosphorylated PI.
For example, PtdIns5P can be transformed into PtdIns(4,5)P2 using
recombinant PIP4K2a [58] and PtdIns3P into PtdIns(3,5)P2 by using
recombinant PIKfyve [12]. It is important to note that, in vitro, an
enzyme may not be strictly speciﬁc for one lipid and the nature of
the radioactive product of the kinase reaction must be clearly
identiﬁed (using HPLC) to deﬁne the best experimental conditions.
It is noteworthy that these assays require less radioactivity than the
metabolic labeling described above, but generally a large number of
cells is needed.
3.1.3. Mass spectrometry
Recently, a mass spectrometry method has been developed to
quantify PtdIns(3,4,5)P3 [59]. It is based on the methylation of the
phosphate groups of PIs with TMS-diazomethane coupled to HPLC-
mass spectrometry analysis. This very efﬁcient and sensitive
method allows the quantiﬁcation of the different molecular species
of PtdIns(3,4,5)P3 (i.e. the different composition in fatty acyl chains)
extracted from any biological samples. It is also possible to quantify
PtdIns, PtdInsP and PtdInsP2 by this method but, unfortunately, it is
still impossible to distinguish between the PtdInsP and the PtdInsP2
isomers because of similar molecular weights and charges.
3.2. Localization
It is possible to localize PIs by imaging using PI-binding domains
(Fig. 1, top right). These domains can either be used as recombinant
proteins or be overexpressed as ﬂuorescent-tag fusions. Recombi-
nant proteins (generally GST tagged) are used on ﬁxed and per-
meabilized cells, and are then detected using an anti-tag antibody
and a secondary antibody coupled to a ﬂuorophore. This two stepsortant lipids in the coordination of cell dynamics, Biochimie (2015),
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PI-binding domain with a ﬂuorophore or by adding a ﬂuorescent
tag (GFP or mCherry for example). Another approach is to use an-
tibodies speciﬁcally directed against PIs. Since lipids cannot be
ﬁxed, caution should be taken during the ﬁxation and per-
meabilization procedures, as described by Hammond et al. [60]. In
the case of overexpression of PI-binding domains, the major
drawback is that it cannot be applied to tissues or clinical samples.
Moreover, the overexpression of PI-binding proteins may prevent
endogenous proteins to interact with their cognate PIs, thereby
competing with their endogenous target proteins and interfering
with downstream signaling. As a consequence, this approach is
often used to block the effect of a speciﬁc PI or to localize newly
synthesized pools of a PI following a speciﬁc stimulus.
4. Phosphoinositide-metabolizing enzymes and pathologies
As illustrated in Table 1 and Fig. 1 (bottom panel), loss or gain of
function mutations in many PI-metabolizing enzymes are involved
in human pathologies. Some genetic diseases such as muscular
dystrophy or Charcot-Marie-Tooth myotubular neuropathy are due
to mutations in PtdIns3P/PtdIns(3,5)P2 3-phosphatases of the
myotubularins family [61]. Lowe syndrome or Francois-Neetens
speckled corneal dystrophy are due to mutations in genes coding
for the PtdIns(4,5)P2 5-phosphatase OCRL and the 5-kinase PIKfyve,
respectively. Moreover, the involvement of class I PI3Ks and the
PtdIns(3,4,5)P3 3-phosphatase PTEN in cancer is well documented
[62,63] and new molecules modulating this pathway are now
available in clinic, as commented below.
5. Targeting PI3K in cancer and thrombosis
PI3K activity associated with a viral oncoprotein was a major
discovery by L. Cantley and colleagues in the late 80s [64,65]. Thirty
years later, inhibitors of PI3K start to be used in clinic. Indeed,
idelalisib, a selective inhibitor of class I PI3Kd, has just been
approved by the “Food and Drug Administration” (FDA) in the US
for the treatment of chronic lymphocytic leukemia (CLL) and
indolent non-Hodgkin lymphoma (NHL). Inhibitors of class I PI3Ka,
which is often mutated in cancer, have entered clinical trials, as
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apy [66]. Moreover, selective inhibitors of PI3Kb are under devel-
opment to target platelets in the prevention of arterial thrombosis.
5.1. Class I PI3K and cancer
5.1.1. PI3Ka
PI3Ka (PIK3CA) is ubiquitous and plays a major role in cell pro-
liferation and survival as well as insulin receptor signaling. It is now
a validated therapeutic target in oncology because gain of function
mutations are frequently found in solid cancers in humans [67].
Experimental studies using cell lines and genetically modiﬁed mice
have demonstrated that two frequently found activating mutations
(E545K and H1047R) are sufﬁcient to induce an increase in the level
of PtdIns(3,4,5)P3 and to transform cells [68]. In addition, the
presence of these mutations sensitize cells to PI3Ka and mTORC1
pathway inhibitors. Independently of gain-of-function mutations,
PI3Ka is activated by many oncogenes and loss of function muta-
tions in the PTEN phosphatase lead to an over-activation of onco-
genic signaling pathway.
Some selective PI3Ka inhibitors have entered clinical trials for
the treatment of solid cancers with an activating mutation of this
kinase. The effect of these inhibitors as monotherapy are relatively
limited but their combination with other drugs used in chemo-
therapy or speciﬁcally targeting Poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) could yield very interesting results (L. Cantley, personal
communication, October 2014). PI3Ka inhibitors could also be
useful in the treatment of rare hereditary pathologies associated
with somatic mutations of PIK3CA (overgrowth syndromes [69]).
Finally, under certain conditions, pan-class I PI3K inhibitors could
avoid compensation mechanism by another isoform from this class
of lipid kinases [70].
5.1.2. PI3Kd
PI3Kd is primarily expressed in leukocytes where it plays a key
role downstream of antigen receptor in B-cells (BCR) [71]. BCR
signaling uses tyrosine phosphorylation of ITAM motifs-based
mechanisms (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs)
of the intracytoplasmic portion of CD79 to form multiprotein
complexes. Syk and Btk tyrosine kinases as well as PI3Kd are key
elements of BCR signaling. PI3Kd also plays an important roleModiﬁcations Ref.
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Mutation [88]
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which strongly contributes to the regulation of proliferation, dif-
ferentiation, migration and survival of B cells. CLL, the most com-
mon leukemia in western Europe, is characterized by an
accumulation of B cells (CD5 þ) in blood, bone marrow and sec-
ondary lymphoid organs. Chronic activation of BCR signaling plays
a major role in the pathophysiology and progression of this he-
matologic malignancy and also in B cells indolent NHL. It is un-
common to observe mutations in genes coding for class I PI3Ks in
CLL and indolent NHL. Similarly, the incidence of loss of function
mutations in the gene encoding the PTEN phosphatase is low in
these pathologies (except for the mantle NHL). However, many
studies have shown that ex vivo inhibition of PI3Kd affects the
proliferation and survival of CLL patients cells [72]. The ﬁrst clinical
trials with selective PI3Kd inhibitor (CAL-101 or idelalisib) in re-
lapsing patients showed very encouraging and sustained response
with a quick exit of malignant B cells from lymphoid organs
accompanied by a transitional hyperlymphocytosis [73,74]. It is
important to note that stopping treatment causes a reappearance of
the pathology. PI3Kd inhibition decreases BCR signaling but also the
production of chemokines and the response of malignant B cells to
chemokines, thus affecting their migration and anchorage to the
protective niche provided by the lymphoid tissues. The exit of these
cells from the niche reduces the proliferation and survival signals
resulting in their progressive death by apoptosis. When idelalisib is
associated with molecules such as rituximab (anti-CD20 used to
treat these diseases), the destruction of these cells is accelerated.
Side effects of idelalisib appeared tolerable to consider a long-term
treatment. In France, idelalisib has obtained a temporary authori-
zation for the treatment of relapsed CLL and for refractory follicular
NHL with the molecule used as monotherapy or in combination.
In the future, it is conceivable that PI3Kd inhibitors will also be
used in the treatment of some immune diseases linked to hyper-
activation of PI3Kd [75] and for the treatment of non-hematological
solid tumors [76].
5.2. PI3Kb and arterial thrombosis
Blood platelets play a key role in haemostasis and thrombosis.
They express all class I PI3K isoforms, but the class I PI3Kb plays the
most important role in this model [77]. A selective inhibitor of
PI3Kb (TGX-221) showed an ex vivo antithrombotic potential in
arterial ﬂow condition and in in vivo experimental thrombosis rat
models [78]. The use of mice expressing an inactive p110b or mice
deleted of p110b selectively in megakaryocytes and platelets has
demonstrated the role of the PI3K downstream of different seven-
transmembrane domain receptors (thrombin, thromboxane A2 or
ADP receptors), ITAM receptors (collagen receptor GPVI) and
integrins (aIIbb3 and a2b1) [79e81]. One of the ampliﬁcation loops
of platelet activation involves ADP (secreted by platelets at the
beginning of activation) and its purinergic receptor P2Y12 (coupled
to Gi). The b/g subunits of Gi interact with p110b, which potentiates
PI3Kb activation. This ampliﬁcation loop, characteristic of platelets,
could explain the predominant role of PI3Kb this model.
PtdIns(3,4,5)P3 production contributes to the recruitment and
activation of several PH domain proteins such as Akt, Btk and
PLCg2. With these mouse models, it has been clearly shown that
the inhibition of PI3Kb has an antithrombotic effect without
affecting primary haemostasis and without increasing the bleeding
risk [82]. A Phase I clinical trial done with a new selective PI3Kb
inhibitor (AZD6482) also shows no increasing risk of bleeding and
indicates a good tolerability of the compound in humans [83,84].
Ex-vivo experiments conﬁrm the earlier results and underline the
importance of this type of inhibitor in the prevention of arterial
thrombosis. However, we have recently shown that in pathologicalPlease cite this article in press as: J. Viaud, et al., Phosphoinositides: Imp
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occlusive thrombus formation), PI3Kb inhibition causes thrombus
fragmentation with a potential risk of distal embolization which
may occlude downstream microvessels [85,86]. In summary, tar-
geting PI3Kb for the prevention of arterial occlusive thrombosis has
a number of beneﬁts (limited bleeding risk, bearable side effects,
rapid and reversible effect on arterial thrombosis). It will be,
however, essential to determine whether the released thrombus
fragments in certain conditions are potentially dangerous or are
likely to be dislocated without causing downstream ischemic
events.
6. Conclusion
PIs are a family of lipids that strongly contributes to the as-
sembly and the spatiotemporal organization of multi-protein
complexes. They are critical to coordinate the maintenance of
cellular territories integrity, the organization of signaling pathways,
the regulation of intracellular trafﬁcking, the dynamics of cyto-
skeleton and the cell polarity. A set of speciﬁc kinases and phos-
phatases precisely controls the production and interconversion of
the different PIs. A loss of this strict control (due to mutations or
modulation of the expression of some of the PI-metabolizing en-
zymes) leads to pathologies. It is therefore important to charac-
terize the regulatory mechanisms of these kinases and
phosphatases and continue the analysis of the role of the different
PIs. The recent emergence of class I PI3K inhibitors in clinic illus-
trates how advances in the understanding of lipid signaling
mechanisms can improve the management of some diseases.
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